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1 Zusammenfassung 
Zusammenfassung 
Die Sekundärmetabolit-Produktion der Pilze stellt eine wichtige Quelle von biologisch akti-
ven Stoffen dar. Besonders häufig finden sich diese Stoffe bei den filamentösen Pilzen, die im 
Erdboden leben und bioaktive Moleküle im Konkurrenzkampf gegen andere Mikroorganis-
men bilden. Innerhalb der Sekundärmetabolite besitzen die Ergotalkaloide sowohl pharma-
zeutisch-nützliche als auch toxische Eigenschaften. Die Ergotalkaloide gehören zu den Indol-
alkaloiden, die hauptsächlich von Pilzen der Gattungen Claviceps, Aspergillus und 
Penicillium gebildet werden. Momentan ist Claviceps purpurea (C. purpurea) einer der wich-
tigsten Stämme für die industrielle Ergotalkaloidproduktion, die sich zurzeit auf 20 Tonnen 
pro Jahr beläuft. C. purpurea produziert hauptsächlich die Ergotalkaloide Ergotamin, Ergo-
cryptin und verwandte Ergopeptine. Im Gegensatz dazu wurden aus Aspergillus fumigatus 
(A. fumigatus) und Penicillium commune (P. commune) die Clavinalkaloide, darunter Festu-
clavin, Pyroclavin und die Fumigaclavine A, B und C, isoliert. Ein gemeinsames struktur-
elles Merkmal dieser Substanzen ist das tetrazyklische Ergolinringsystem. 
Bioinformatische Analysen der Ergotalkaloidgencluster aller drei Pilze führten zu der Identi-
fizierung von sieben homologen Genen. Es wurde vermutet, dass die sieben homologen Gene 
für die Bildung des Ergolinringsystems verantwortlich sind. Vor dem Beginn dieser Disserta-
tion wurde bereits die Funktion von zwei der sieben homologen Gene aus A. fumigatus bio-
chemisch nachgewiesen. Diese Gene wurden den ersten beiden Schritten im Biosyntheseweg 
zugeordnet. Im weiteren Verlauf der Biosynthese stellt Chanoclavin-I-Aldehyd, ein trizykli-
scher Vorläufer der Ergotalkaloide, einen Verzweigungspunkt dar. In C. purpurea wird 
Ergotamin und in A. fumigatus bzw. P. commune Fumigaclavin C bzw. A gebildet. Das Ergo-
tamin enthält einen Tripeptidrest, während die Fumigaclavine keinen enthalten. Stattdessen 
finden sich bei letzteren andere Substituenten, z.B. eine Alkohol- oder Acetoxy-Gruppe an 
C-9 und eine reverse Prenylierung an C-2. Zusätzlich unterscheiden sich Fumigaclavin C aus 
A. fumigatus bzw. Fumigaclavin A aus P. commune stereochemisch an der Position C-8 des 
Ergolinrings. 
In dieser Arbeit wurde das Vorkommen von Ergotalkaloidgenclustern innerhalb der Asco-
myceten untersucht. Dabei wurden aus 53 verschiedenen Pilzfamilien 138 in der NCBI-
Datenbank verfügbare Pilzgenome auf Sequenzhomologien zu den sieben orthologen Genen 
von A. fumigatus und C. purpurea analysiert. Es wurden insgesamt 23 Pilze identifiziert, die 
putative Ergotalkaloidgencluster enthielten. Diese 23 Pilze verteilen sich innerhalb der Asco-
myceten auf drei Familien. Die Familie Clavicipitaceae gehört zur Klasse der 
Sordariomyceten und die Familien Trichocomaceae und Arthrodermataceae zu den 
Eurotiomyceten. Zusätzlich zu den bekannten Ergotalkaloidproduzenten wurden Ergot-
alkaloidgencluster in einigen Pilzen identifiziert, aus denen keine Ergotalkaloide bekannt 
sind, wie z.B. die Familie Arthrodermataceae bzw. die Gattung Metarhizium der Familie 
Clavicipitaceae. 
2 Zusammenfassung 
Zum funktionellen Nachweis wurde das Gen fgaOx1 aus A. fumigatus und sein Homolog 
easE aus C. purpurea untersucht. Beide Gene wurden in Expressionsvektoren kloniert und 
Expressionsbedingungen in Escherichia coli (E. coli) getestet. Für das Gen fgaOx1 wurde 
ebenfalls die Expression in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) angestrebt. Leider blie-
ben die Expressionsversuche der beiden Gene erfolglos. Weitere Proteinsequenzanalysen von 
FgaOx1 ergaben, dass wahrscheinlich zwei Membrandomänen vorhanden sind. Im Falle des 
Gens easE ergaben sich während der Untersuchungen der Pilzgenome der Ascomyceten neue 
Ergebnisse. Wahrscheinlich ist die Intron-Exon-Struktur innerhalb der NCBI-Datenbank 
fehlerhaft. 
Die Verzweigungspunkte der Ergotalkaloidbiosynthesen in C. purpurea, A. fumigatus und 
P. commune wurde durch diese Arbeit weiter aufgeklärt. Durch die Expression der Gene easA 
und easG aus C. purpurea und deren Aufreinigung sowie der biochemischen Charakterisier-
ung der kodierten Proteine konnte gezeigt werden, dass Chanoclavin-I-Aldehyd in Gegenwart 
von reduziertem Glutathion durch EasG allein zu Agroclavin umgesetzt wird. Für diesen 
Schritt war keine Beteiligung von EasA nötig, vielmehr scheint das Protein EasA seine Funk-
tion evolutionär verloren zu haben. In dem postulierten Reaktionsmechanismus von Chano-
clavin-I-Aldehyd zu Agroclavin werden ein Isomerisierungs- und ein Reduktionsschritt benö-
tigt. Es konnte gezeigt werden, dass die Isomerisierung durch ein nicht-enzymatisches Inter-
mediat von Chanoclavin-I-Aldehyd mit Glutathion (GSH) vollzogen wird. Die Reduktion 
hingegen erfolgt enzymatisch durch das Protein EasG, das als Iminreduktase fungiert. Für die 
Katalyse benötigt EasG den Kofaktor NADPH. Die Struktur des Agroclavins wurde eindeutig 
durch NMR- und MS-Analysen identifiziert. 
Durch die Kombination von FgaOx3 aus A. fumigatus mit EasG aus C. purpurea konnte ge-
zeigt werden, dass beide Proteine zusammen die Reaktion von Chanoclavin-I-Aldehyd zu 
Festuclavin und seinem Stereoisomer Pyroclavin katalysieren. Zuvor war nur bekannt, dass 
FgaOx3 und FgaFS aus A. fumigatus zusammen Festuclavin bilden. Im Zusammenhang mit 
diesen Ergebnissen erfolgte die Amplifikation und anschließende Expression der orthologen 
Gene fgaOx3pc und fgaFSpc aus P. commune NRRL2033 und die Aufreinigung beider Pro-
teine. Die Kombination aller Orthologen lieferte neue Erkenntnisse über den Reaktions-
mechanismus und damit auch über den Verzweigungspunkt der Ergotalkaloidbiosynthese in 
A. fumigatus und P. commune. Im Unterschied zum Reaktionsmechanismus in C. purpurea 
werden in A. fumigatus und P. commune zwei Reduktionsschritte für die Umsetzung von 
Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin und Pyroclavin benötigt. Dabei katalysieren FgaOx3 
bzw. FgaOx3pc den ersten und die Iminreduktasen FgaFS bzw. FgaFSpc den zweiten Reduk-
tionsschritt. Im Gegensatz zu früher veröffentlichten Hypothesen einer anderen Arbeitsgruppe 
konnte gezeigt werden, dass die Iminreduktasen FgaFS bzw. FgaFSpc die Stereochemie der 
Gesamtreaktion festlegen und nicht die auch als old yellow enzymes bekannten Reduktasen 
FgaOx3 bzw. FgaOx3pc. Zudem wird durch die jeweilige Iminreduktase das Produktverhältnis 
zwischen Festuclavin und Pyroclavin festgelegt. 
3 Summary 
Summary 
Fungi are rich sources of secondary metabolites. These substances are often produced by soil-
dwelling filamentous fungi, which exist as communities competing with other microorga-
nisms. Among these secondary metabolites, the ergot alkaloids are both pharmaceutically 
useful and toxic. Ergot alkaloids are indole derivatives produced by fungi of the genera 
Claviceps, Aspergillus and Penicillium with Claviceps purpurea (C. purpurea) as the most 
important producer for medical use. C. purpurea produces ergotamine and ergocryptine as 
main ergot alkaloids. The clavine-type alkaloids, e.g. festuclavine, pyroclavine and fumiga-
clavines A, B and C are mainly produced by the fungi Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) 
and Penicillium commune (P. commune). A common structural feature of most ergot alkaloids 
is the tetracyclic ergoline ring system. 
Seven orthologous genes were identified in ergot alkaloid gene clusters of all three fungi men-
tioned above by a bioinformatic approach. It was postulated that these seven orthologous 
genes are involved in the early steps towards the ergoline ring. Two of these seven genes, 
which are involved in the first steps of the ergot alkaloid biosynthesis from A. fumigatus, were 
characterized biochemically before the beginning of this work. Chanoclavine-I-aldehyde is 
then a branch point of ergot alkaloid biosynthesis for ergotamine in C. purpurea and fumiga-
clavines C and A, respectively in A. fumigatus and P. commune. Ergotamine is characterized 
by a peptide moiety which is absent in the fumigaclavines. Instead, the fumigaclavines con-
tain additional substituents, e.g. alcohol or acetoxy group at C-9 and a reverse prenyl moiety 
at C-2. Furthermore, the C-8 stereochemistry of fumigaclavine C from A. fumigatus and 
fumigaclavine A from P. commune differs. 
In this study, the presence of genes for ergot alkaloid biosynthesis in ascomycetous fungi was 
investigated. For this purpose, 138 available genomes of 53 fungi families of the NCBI data-
base were screened with the sequences of the seven orthologous genes from C. purpurea and 
A. fumigatus. 23 ascomycetous fungi belonging to the families Trichocomaceae, Clavicipita-
ceae and Arthrodermataceae were identified to contain putative ergot alkaloid gene clusters. 
The family Clavicipitaceae is assigned to the class of Sordariomycetes, whereas the families 
Trichocomaceae and Arthrodermataceae are members of the class of Eurotiomycetes. The two 
identified fungi of the genus Metarhizium belong to the family Clavicipitaceae. Until now, no 
ergot alkaloids have been isolated from fungi neither of the genus Metarhizium nor of fungi of 
the family Arthrodermataceae. 
To prove functions, the gene fgaOx1 from A. fumigatus and its orthologue easE from 
C. purpurea were cloned into expression vectors for Escherichia coli (E. coli). In case of 
fgaOx1 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) was also tested as expression strain. Unfor-
tunately, no overexpression was detectable under different conditions. Additional protein se-
quence analysis indicated that FgaOx1 contains two membrane domains. Furthermore, analy-
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sis of genes of ergot alkaloid biosynthesis in ascomycetous fungi revealed that the intron-exon 
structure for easE from C. purpurea is incorrect in the NCBI database. 
The investigations of key enzymes from C. purpurea, A. fumigatus and P. commune in this 
study provided new insights in the differentiation of ergot alkaloid biosynthesis. The expres-
sion of the genes easA and easG from C. purpurea and the purification and biochemical 
characterization of the recombinant proteins showed that EasG alone catalyses, via a non-
enzymatic adduct with reduced glutathione, the conversion of chanoclavine-I aldehyde to 
agroclavine. The overproduced EasA seems inactive and may lose its function during evolu-
tion. A reaction mechanism was proposed for the conversion of chanoclavine-I aldehyde to 
agroclavine, whereas one isomerisation and one reduction step was necessary. It was demon-
strated that EasG was responsible for the reduction step and a non-enzymatic adduct with re-
duced glutathione (GSH) for the isomerisation. NADPH was required as cofactor for the 
EasG reaction. The structure of agroclavine was unequivocally elucidated by NMR and MS 
analyses. 
By using a combination of FgaOx3 from A. fumigatus and EasG from C. purpurea it was 
demonstrated that both enzymes catalyse the reaction from chanoclavine-I aldehyde to festu-
clavine and pyroclavine. It had been shown previously, that FgaOx3 and FgaFS from 
A. fumigatus together produce only festuclavine. For detailed investigations on the conversion 
of chanoclavine-I aldehyde to festuclavine and pyroclavine the orthologues of fgaOx3 and 
fgaFS from P. commune NRRL2033, fgaOx3pc and fgaFSpc, were amplified and expressed. 
The combinations of all orthologues from C. purpurea, A. fumigatus and P. commune re-
vealed that in A. fumigatus and P. commune, in contrast to the reaction mechanism in 
C. purpurea, two reduction steps are required for the conversion of chanoclavine-I aldehyde 
to festuclavine and pyroclavine. It was shown that FgaOx3 or FgaOx3pc catalysed the first 
reduction step and the imine reductases FgaFS, FgaFSpc or EasG the second. More impor-
tantly, the ratio of pyroclavine to festuclavine was controlled by the reduction of an imine 
intermediate catalysed by FgaFS, FgaFSpc or EasG, and not by the reduction step catalysed by 
the old yellow enzymes FgaOx3 or FgaOx3pc. 
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Abb. 1-1: Sklerotium von 
C. purpurea auf einer Roggen-
ähre. Bildquelle: R. Altenkamp, 
„www.wikipedia.de“, 19. Juli 
2009. 
1. Einleitung 
1.1 Die Geschichte des Mutterkorns 
Seit dem frühen Mittelalter finden sich in Europa zahlreiche, gut dokumentierte Aufzeichnun-
gen über Massenvergiftungen hervorgerufen durch die Inkorporation des Mutterkorns (Flieger 
et al., 1997; Gröger & Floss 1998; Haarmann et al., 2009; Schiff 2006). Das Ausmaß solcher, 
heute auch als Ergotismus-Epidemien bezeichneten Massenvergiftungen, beziffert eine sehr 
frühe Referenz in der französischen Region Aquitanien aus dem Jahre 944 n. Chr. mit 20000 
Toten, was zur damaligen Zeit der Hälfte der Gesamtpopulation Aquitaniens entsprach (Schiff 
2006). Zu den Vergiftungen bei Menschen kam es durch den Verzehr von Roggenbrot, das 
mit dem Mutterkorn kontaminiert war. 
Dass es sich bei dem Mutterkorn um einen parasitären 
Pilz handelt, wurde erst im Jahre 1853 durch Louis 
Rene Tulasne (Tulasne 1853) entdeckt, der dem Pilz 
seinen heutigen Namen Claviceps purpurea (Fries) 
Tulasne (C. purpurea) gab und den Lebenszyklus des 
Pilzes (Kap. 1.4.2.1) beschrieb (Gröger & Floss 1998). 
Zuvor hatte man angenommen, dass das schwarze Ge-
bilde an den Roggenähren ein besonders gestaltetes 
Roggenkorn sei (Abb. 1-1), wodurch auch der Name 
der Droge, Secale cornutum („gehörnter Roggen“), 
zustande kam (Schmersahl 2010). Die Droge ist das 
Dauermycel bzw. die Sklerotiumform des Pilzes, wel-
ches die Ergotalkaloide, die zu den Indolalkaloiden 
gehören, enthält. 
Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der Ergotalkaloide war die Isolierung des Ergo-
tamin durch Arthur Stoll im Jahre 1918 (Stoll 1918). Die industrielle Produktion von Ergo-
tamin-Tartrat durch die Firma Sandoz im Jahre 1921 leitete ein neues Kapitel in der Ge-
schichte der Ergotalkaloide ein (Haarmann et al., 2009). 1938 folgte die Synthese des semi-
synthetischen Lysergsäurediethylamid (LSD) durch Albert Hofmann. Mittlerweile sind das 
Ergotamin und sein semisynthetisches Derivat Dihydroergotamin seit langer Zeit in klinischer 
Anwendung (siehe auch Kap. 1.3) (Lovell & Marmura 2010; Robertson et al., 2010). Es sei 
erwähnt, dass auch in der heutigen Zeit Kontaminationen durch Ergotalkaloide immer noch 
ein Problem in der Landwirtschaft bzw. Nahrungsmittelindustrie darstellen, das hohe Kosten 
für Beseitigungsprozesse und ständige Kontrollen erfordert (Haarmann et al., 2009; Krska & 
Crews 2008). 
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Abb. 1-2: Tetrazyklisches Ergolin-
ringsystem mit den Ringen A bis D, 
das die meisten natürlichen Ergot-
alkaloide als gemeinsames struktur-
elles Merkmal besitzen. 
1.2 Strukturelle Eigenschaften der Ergotalkaloide 
Wie zuvor erwähnt, handelt es sich bei den Ergotalkaloiden um Indolalkaloide, die z.B. in den 
Sklerotia von C. purpurea zu finden sind und als Sekundärmetabolite von verschiedenen Pil-
zen gebildet werden (Kap. 1.4). Sekundärmetabolite sind niedermolekulare Substanzen, die 
nicht nur von Pilzen, sondern auch von Bakterien und Pflanzen produziert werden (Khaldi et 
al., 2010). Häufig finden sich diese Stoffe bei 
den filamentösen Pilzen, die im Erdboden leben 
und dort mit unterschiedlichen Mikro-
organismen in Konkurrenz um Nährstoffe, 
Mineralien und Wasser stehen (Keller & Hohn 
1997). Dabei sind die Sekundärmetabolite 
anders als die Primärmetabolite nicht für das 
Wachstum, die Entwicklung und die Reproduk-
tion des Pilzes essentiell. Sie sollen den Pilz 
stattdessen vor verschiedenen Umwelteinflüssen 
schützen bzw. zur Verteidigung gegen andere 
Organismen dienen (Khaldi et al., 2010). 
Ein gemeinsames strukturelles Element der Ergotalkaloide ist das in Abb. 1-2 dargestellte 
tetrazyklische Ergolinringsystem (Jacobs & Gould, Jr. 1937). Die natürlichen Ergotalkaloide 
besitzen zudem eine Methylierung an N-6, unterschiedliche Substituierungen an C-8 und ein 
β-konfiguriertes H-5. Außerdem weisen viele Ergotalkaloide eine Doppelbindung zwischen 
C-8 und C-9 bzw. zwischen C-9 und C-10 auf. Demnach liegen sie als 6,8-dimethyl-∆8,9- 
bzw. 6,8-dimethyl-∆9,10-ergolen Derivate vor. In diesen Derivaten besitzt H-10 α-Kon-
figuration und liegt somit trans zu H-5 mit β-Konfiguration (Gröger & Floss 1998). 
Die Ergotalkaloide lassen sich anhand ihrer Struktur in drei Gruppen einteilen, die Amid-
Derivate der D-Lysergsäure (Ergoamide), die Peptid-Derivate der D-Lysergsäure (Ergopep-
tine) und die Clavinalkaloide bzw. Clavine (Wallwey & Li 2011). Die Abb. 1-3 zeigt zum 
direkten Vergleich jeweils ein Beispiel eines Ergoamids (Lysergsäure-α-Hydroxyethylamid), 
eines Ergopeptins (Ergovalin) und eines Clavinalkaloids ((8R,9S)-Fumigaclavin A). 
 
 
Abb. 1-3: Beispiel eines Ergoamids (Lysergsäure-α-Hydroxyethylamid), eines Ergo-
peptins (Ergovalin) und eines Clavinalkaloids ((8R,9S)-Fumigaclavin A).  
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Die folgenden Kapitel gehen näher auf jede der drei Gruppen ein. Zunächst werden die trizyk-
lischen Vorläufer der Ergotalkaloide, die 6,7-Secoergolene, beschrieben. 
 
1.2.1 Trizyklische Vorläufer der Ergotalkaloide (6,7-Secoergolene) 
Bei den natürlich vorkommenden 6,7-Secoergolenen handelt es sich um trizyklische Vor-
läufer der Ergotalkaloide, bei denen der Ring D des Ergolinringsystems (Abb. 1-2) noch nicht 
geschlossen ist. Als erste dieser Substanzen wurde das Chanoclavin-I isoliert (Abb. 1-2), 
welches ursprünglich als Chanoclavin bezeichnet wurde (Hofmann et al., 1957). Später wur-
den jedoch die Stereoisomere Isochanoclavin-I und Chanoclavin-II gefunden (Stauffacher & 
Tscherter 1964), wodurch eine Neubezeichnung erfolgen musste. Schließlich konnte im Jahre 
1980 Chanoclavin-I-Aldehyd (Abb. 1-2) aus C. purpurea isoliert werden (Maier et al., 1980). 
 
 
Abb. 1-4: Beispiele für trizyklische 6,7-Secoergolene. 
 
1.2.2 Amid-Derivate der D-Lysergsäure (Ergoamide) 
Bei den Ergoamiden handelt es sich, wie auch bei den im nächsten Kapitel (1.2.3) beschrie-
benen Ergopeptinen, um Derivate der D-Lysergsäure. Im Gegensatz zu den Ergopeptinen be-
sitzen die Ergoamide nur einfache Alkylamid-Gruppen (Abb. 1-5). Als erstes Ergotalkaloid 
dieser Gruppe wurde 1935 das Propanolamid der D-Lysergsäure aus einer wässrigen Fraktion 
eines Kulturextraktes von C. purpurea isoliert (Gröger & Floss 1998). Es wurde in der Litera-
tur auch als Ergonovin, Ergobasin und Ergometrin bezeichnet. Aus saprophytischen Kulturen 
von Claviceps paspali (C. paspali) konnte das Lysergsäure-α-Hydroxyethylamid (Abb. 1-3) 
und das Lysergsäureamid (Ergin) (Abb. 1-5) gewonnen werden (Arcamone et al., 1961). 
 
 
Abb. 1-5: Beispiele für Ergotalkaloide aus der Gruppe der Ergoamide.  
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1.2.3 Peptid-Derivate der D-Lysergsäure (Ergopeptine) 
Die Ergopeptine, die aus den Ergopeptamen (Abb. 1-6) entstehen, zeichnet aus, dass sie alle 
Derivate der D-Lysergsäure sind, die einen trizyklischen Tripeptidrest mit Prolin besitzen 
(Gröger & Floss 1998). Die verschiedenen Ergopeptine (Abb. 1-6) unterscheiden sich unter-
einander an den mit R1 und R2 gekennzeichneten Positionen. Der Peptidrest des Ergotamins 
(Abb. 1-6) beispielweise enthält die Aminosäuren L-Alanin, L-Phenylalanin und L-Prolin. Im 
Vergleich zu den Ergopeptinen weist der Peptidrest bei den Ergopeptamen eine bizyklische 
Form auf (Gröger & Floss 1998) und es liegt ein D-Prolin statt des L-Prolins vor (Uhlig & 
Petersen 2008). Als erstes Ergopeptam wurde 1973 das Ergocristam isoliert (Abb. 1-6) (Stütz 
et al., 1973). Bei dieser Substanz enthält der Peptidrest die Aminosäuren L-Valin, L-Phenyl-
alanin und D-Prolin. 
 
 
Abb. 1-6: Allgemeine Struktur der Ergopeptine mit dem Beispiel Ergotamin und allge-
meine Struktur der Ergopeptame mit Ergocristam als Beispiel. 
 
1.2.4 Clavinalkaloide bzw. Clavine 
Die Gruppe der Clavinalkaloide bzw. Clavine wurde mit der Entdeckung des Agroclavins 
(Abb. 1-7) gegründet (Abe 1951). Das Agroclavin wurde aus den Sklerotia und einer parasi-
tären saprophytischen Kultur eines Pilzes auf Agropyrum semicostatum (Nees) isoliert. Im 
Vergleich zu den Ergotalkaloid-Derivaten der D-Lysergsäure liegt die Doppelbindung im 
Ring D statt zwischen C-9 und C-10 zwischen C-8 und C-9 (Agroclavin und Elymoclavin 
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(Abb. 1-7)) vor oder sie ist nicht vorhanden (z.B. Festuclavin oder Costaclavin (Abb. 1-7)). 
Die Fumigaclavine enthalten hingegen weitere Substituenten, z.B. eine Alkohol- oder Ace-
toxy-Gruppe an C-9 und eine reverse Prenylierung an C-2 (Wallwey & Li 2011). 
 
 
Abb. 1-7: Beispiele für Ergotalkaloide aus der Gruppe der Clavine. 
 
Leider herrscht in der Literatur in Bezug auf die Stereochemie an Position C-8 der Fumiga-
clavine bzw. deren Benennung keine Einheitlichkeit. Sowohl (8S,9S)- als auch (8R,9S)-
Fumigaclavine wurden als Fumigaclavin A, B oder C bezeichnet (Cole et al., 1977a; Flieger 
et al., 1997; Frisvad et al., 2009; Ge et al., 2009; Kawai et al., 1992; Ohmomo et al., 1989; 
Zhao et al., 2004). Des Weiteren wurden (8S,9R)-Diastereomere von Fumigaclavin A und B 
als Isofumigaclavin A und B und auch als Roquefortin A und B bezeichnet (Cole et al., 1983; 
O'Brien et al., 2006). Zur Lösung dieses Problems wurde von Wallwey & Li daher vorge-
schlagen, dass RS-System für C-8 und C-9 zur Unterscheidung der Fumigaclavine anzu-
wenden (Wallwey & Li 2011). Dieser Vorschlag wurde in dieser Arbeit übernommen. 
 
1.3 Biologische und pharmakologische Wirkungen der Ergotalkaloide 
Ergotalkaloide sind Mykotoxine, die bei einer Dosis von 5 bis 10 g für den Menschen tödlich 
sind (Roth et al., 2001; Schmersahl 2010). Dies führte im Mittelalter zu schweren Massenver-
giftungen, die im Kapitel 1.1 erwähnt wurden. Es konnten während der Ergotismus-
Epidemien zwei unterschiedliche Verlaufsformen beobachtet werden, die als gangränös und 
konvulsiv bezeichnet wurden (Hänsel & Pertz 2009). Bei beiden Verlaufsformen traten Wür-
gereiz, Erbrechen, Kopfschmerzen und Fehlempfindungen des Hautsinnes in Form von Krib-
beln auf. Bei dem gangränösen Krankheitsverlauf kam es schließlich zu schmerzhaften arteri-
ellen Durchblutungsstörungen der Extremitäten, die meist zum Verlust dieser führte. Einher 
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ging der gangränöse Ergotismus mit Verfärbungen der Haut und unerträglich brennenden 
Schmerzen, wodurch im Mittelalter auch die Bezeichnung „Sankt-Antonius-Feuer“ entstand. 
Der konvulsive Ergotismus manifestiert sich hingegen in minuten- bis stundenlangen 
Krampfanfällen. Eine genaue Ursache für die beiden möglichen Verlaufsformen konnte nie 
genau aufgeklärt werden. 
Mit Beginn der 1920er Jahre bis in die heutige Zeit sind die Ergotalkaloide vor allem wegen 
ihrer positiven Eigenschaften in der Medizin von Bedeutung. Sie stellen wirkungsvolle Arz-
neistoffe dar, die seit langer Zeit in klinischer Anwendung sind. Die Wirkung liegt in der 
strukturellen Ähnlichkeit verschiedener Ergotalkaloide zu den drei Neurotransmittern Dopa-
min, Noradrenalin und Serotonin (5-Hydroxytryptamin) begründet (Haarmann et al., 2009). 
Damit stellen die dopaminergen, serotonergen und α-adrenergen Rezeptoren die Angriffsorte 
der Ergotalkaloide dar. Die Wirkungsbeschreibung stellt sich durch die große Anzahl an Sub-
typen dieser Rezeptoren kompliziert dar (Hänsel & Pertz 2009). Die Ergotalkaloide wirken 
entweder als Agonisten oder als Antagonisten, wobei die Affinität zu den Rezeptoren von 
gering bis hoch variiert. Problematischer für die Anwendung beim Menschen ist aber die ge-
ringe Rezeptorspezifität und -selektivität der Substanzen (Hänsel & Pertz 2009). 
Trotz dieser Nachteile, findet z.B. Ergometrin (Abb. 1-5) wegen seiner besonders ausgepräg-
ten Uteruswirkung während der Rückbildungs- und Heilungsvorgängen in der Wochenbett-
periode Anwendung. Ergotamin (Abb. 1-6), bei dem als erstes eine pharmakologische Wir-
kung nachgewiesen wurde, wird als Migränetherapeutikum genutzt. Die Substanz war das 
erste spezifisch wirkende Migränemedikament. Mittlerweile werden jedoch an dessen Stelle 
häufig synthetische Triptane verwendet (Hänsel & Pertz 2009). Für Festuclavin, Pyroclavin, 
Agroclavin und Elymoclavin (Abb. 1-7) konnte gezeigt werden, dass sie als Antagonisten 
bzw. partielle Agonisten bei 5-HT2A Rezeptoren von Rattenschwanz-Arterien und als Anta-
gonisten bei α-adrenergen Rezeptoren von Rattenaorten wirken (Pertz 1996). (8S)-9-
Deacetoxyfumigaclavin C und (8S,9S)-9-Deacetylfumigaclavin C zeigten eine selektive wirk-
same Zytotoxizität gegen humane Leukämiezellen (Ge et al., 2009) und (8R,9S)-
Fumigaclavin C bewirkte eine Relaxation bei isolierten Rattenaorten-Ringen (Ma et al., 
2006). 
 
1.4 Produzenten von Ergotalkaloiden 
1.4.1 Allgemeines 
Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden Ergotalkaloide aus Pilzen zweier Familien isoliert, den 
Clavicipitaceen und den Trichocomaceen (Gröger & Floss 1998; Schardl et al., 2006). Beide 
Familien gehören zur Abteilung Ascomycota (Schlauchpilze), die allgemein auch als Asco-
myceten bezeichnet werden. Die Ascomyceten bilden sehr wahrscheinlich die größte Gruppe 
von Pilzen (Webster & Weber 2007). Das charakteristische Merkmal aller Vertreter dieser 
Abteilung ist die Bildung von sexuellen Sporen in einem Ascus (Schlauch). Die asexuelle 
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Vermehrung mittels Konidien ist unter den Ascomyceten ebenfalls weit verbreitet. Das vege-
tative Wachstum kann, wie z.B. bei Saccharomyces cerevisiae (cerevisiae) (Bäckerhefe), 
durch Sprossung oder aber auch durch Bildung eines Mycels bestehend aus septierten Hyphen 
erfolgen. Manche Ascomyceten wechseln auch von der einen in die andere Form und zurück 
(Webster & Weber 2007). 
Zurzeit sind C. purpurea, Claviceps fusiformis (C. fusiformis) und C. paspali die wichtigsten 
Stämme für die industrielle Produktion von Ergotalkaloiden. Dabei dient C. purpurea haupt-
sächlich zur Produktion von Ergopeptinen, C. fusiformis für Lysergsäure-Derivate und 
C. paspali für Clavine (Haarmann et al., 2009). Für das Jahr 2010 belief sich die geschätzte, 
weltweite Gesamtproduktion von Ergotalkaloiden auf 20 Tonnen. Dabei wurde die traditio-
nelle Feldkultivierung, aber auch die industrielle Fermentation für die Produktion genutzt 
(Hulvova et al., 2012). Neben den zuvor genannten Stämmen produzieren auch Aspergillus 
fumigatus (A. fumigatus) und Penicillium commune (P. commune) Ergotalkaloide (Kap. 1.4.3 
und 1.4.4.4). 
 
1.4.2 Claviceps purpurea 
Der Pilz C. purpurea zählt zur Familie der Clavicipitaceen, die der Unterabteilung der Pezi-
zomycotina (Echte Schlauchpilze) angehören. Die Mitglieder der Gattung Claviceps befallen 
mehr als 600 verschiedene Monokotyledonen, unter denen sich bedeutende Nutzpflanzen wie 
Roggen, Weizen, Gerste und Reis befinden (Haarmann et al., 2009). Wie bereits im Kapi-
tel 1.1 erwähnt, wird C. purpurea im Deutschen allgemein auch als Mutterkornpilz bezeich-
net. Im Englischen bzw. Französischen hat sich offenbar wegen der Ähnlichkeit zum Hahnen-
sporn geschichtlich die Bezeichnung „Ergot Fungus“ (franz.: ergot [Sporn]) durchgesetzt 
(Hänsel & Pertz 2009). Das Wort „Ergot“ fand dann später auch Verwendung in der Benen-
nung vieler Inhaltsstoffe der Droge. Neben dem schon genannten Roggen, kann C. purpurea 
auch parasitisch auf weiteren Gattungen der Poaceen (Süßgräsern) wie Agropyrum (Quecke), 
Elymus (Haargerste), Festuca (Schwingel) und Phragmites (Schilf) leben. Cyperaceen 
(Sauergräser) und Juncaceen (Binsengewächse) werden nur selten befallen (Hänsel & Pertz 
2009). 
 
1.4.2.1 Der Lebenszyklus von Claviceps purpurea 
Der Lebenszyklus von C. purpurea beginnt mit dem Wachstum der lang gestielten, kugelför-
migen Stromata (Fruchtkörper) aus dem Sklerotium, das dem Pilz zur Überwinterung dient 
(Abb. 1-8). Innerhalb der Stromata findet die Bildung von ovalen Perithezien statt, die die 
Asci mit jeweils acht dünnen Askosporen enthalten. Die Askosporen werden durch den Wind 
verbreitet und infizieren die Narben von beispielsweise Roggenblüten, wenn sie auf diesen 
12 1. Einleitung 
 
Abb. 1-8: Sklerotium von C. purpurea 
mit gestielten Fruchtkörpern. Quelle: 
Wigandsche Drogensammlung der Uni-
versität Marburg. 
landen. Einmal auf der Wirtspflanze angelangt (Primärinfektion), werden Pilzfäden ausgebil-
det, die den gesamten Fruchtknoten mit einem konidienbildenden Mycel bedecken. 
Das Mycel des Pilzes veranlasst die Pflanze den Honigtau zu bilden, eine zuckerhaltige, zähe 
Flüssigkeit. Die Konidien werden ca. 7 Tage 
nach der Primärinfektion sekretiert und ver-
mischen sich mit dem Honigtau. Insekten 
werden von dem Honigtau angelockt, die 
dann weitere Pflanzen mit dem Pilz infizieren 
(Sekundärinfektion). Mit zunehmendem Ver-
brauch des Fruchtknotens entwickelt sich ein 
kompaktes Hyphengeflecht, das das koni-
dienbildende Mycel verdrängt. Am Ende ent-
steht durch diesen Vorgang erneut ein Sklero-
tium, das aus der Ähre herausragt (Abb. 1-1) 
und den Pilz wieder überwintern lässt (Hänsel 
& Pertz 2009). 
 
1.4.2.2 Ergotalkaloide aus Claviceps purpurea 
C. purpurea produziert hauptsächlich die Ergotalkaloide Ergotamin (Stoll 1918) (Abb. 1-6), 
Ergocryptin (Stoll & Hofmann 1943) und verwandte Ergopeptine (Haarmann et al., 2009). 
Zusätzlich wurden Zwischenprodukte des Biosynthesewegs der Ergotalkaloide gefunden, wie 
Agroclavin (Abe 1951), Elymoclavin (Abe et al., 1952) (Abb. 1-7), und die trizyklischen 
6,7-Secoergolene Chanoclavin-I und Chanoclavin-I-Aldehyd (Maier et al., 1980) (Abb. 1-4). 
 
1.4.3 Penicillium commune 
P. commune ist ein anamorpher Schimmelpilz und gehört zur Familie der Trichocomaceen. Er 
ist in der Natur weit verbreitet und kann an warmen und feuchten Orten im Boden und in der 
Luft gefunden werden. Isoliert wurde der Pilz auch auf Obst und im Wurzelbereich von 
Pflanzen (Vinokurova et al., 2003). Bei einer Analyse von Nahrungsmittelabfällen von pri-
vaten Haushalten wurde er auf Käse, Nüssen, Fleisch und in Speisefetten gefunden 
(Rundberget et al., 2004). Es besteht die Möglichkeit, dass P. commune allergische Reaktio-
nen, darunter Fließschnupfen, Husten, Nesselfieber oder Asthma, auslöst (Bundesamt 2006). 
 
1.4.3.1 Ergotalkaloide und weitere Mycotoxine aus Penicillium commune 
Aus P. commune NRRL2033 (P. commune F-3088) konnten die Ergotalkaloide Fumigaclavin 
A und B, Festuclavin, Pyroclavin, Agroclavin und das 6,7-Secoergolen Chanoclavin-I isoliert 
werden (Vinokurova et al., 2003). Für das Fumigaclavin A aus P. commune NRRL2033 wur-
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de die Stereochemie als (8R,9S) bestimmt (Unsöld & Li 2006). Weiterhin konnten die Neuro-
toxine Roquefortin und Penitrem A (Wagener et al., 1980) und das Mycotoxin Cyclopiazon-
säure (Hermansen et al., 1984) isoliert werden. 
 
1.4.4 Aspergillus fumigatus 
1.4.4.1 Allgemeines 
A. fumigatus gehört wie P. commune zur Familie der Trichocomaceen und ist ein saprophyti-
scher Pilz, der ubiquitär im Erdboden vorkommt. Der Pilz wächst und überlebt auf verrotten-
dem, organischen Material (Latge 1999), wobei seine primäre ökologische Funktion im Re-
cycling von Kohlenstoff und Stickstoff liegt (Millner et al., 1977; Wilson et al., 2002). Dabei 
zeigt er eine breite Toleranz der Wachstumstemperatur von 20 °C bis 50 °C (Millner et al., 
1977), die wohl auch das Vorhandensein des Pilzes in Komposthaufen erklärt (Tekaia & 
Latgé 2005). Neben der hauptsächlich vorgefundenen, asexuellen Reproduktion über Koni-
dienbildung, konnten O’Gorman et al. auch einen sexuellen Reproduktionszyklus mit der 
Produktion von Askosporen für A. fumigatus nachweisen (O'Gorman et al., 2009). 
 
1.4.4.2 Aspergillus fumigatus als Auslöser von Krankheiten 
Die Konidien von A. fumigatus kommen in hoher Zahl, ubiquitär in der Atmosphäre vor 
(Latge 1999). Dies erreicht der Pilz durch eine starke, kontinuierliche Sporulation, die letzt-
endlich dazu führt, dass der Mensch im Laufe eines Tages mehrere Hundert der Konidien 
einatmet (Hospenthal et al., 1998). Da die Konidien einen Durchmesser von 2 bis 3 µm be-
sitzen, können sie die Lungenalveolen überwinden. Bei einem gesunden Menschen werden sie 
jedoch durch das Immunsystem eliminiert (Latge 1999). Durch die Fähigkeit von 
A. fumigatus bei Patienten mit geschwächtem Immunsystem Infektionen auszulösen, ist der 
Pilz mittlerweile zum häufigsten, durch die Luft übertragenen Pathogen geworden (O'Gorman 
et al., 2009). Dabei beträgt die Sterblichkeitsrate bei den Patienten mit geschwächtem Im-
munsystem über 50 % (Hohl & Feldmesser 2007). 
Momentan ist noch nicht geklärt, durch welche Eigenschaften der Pilz so erfolgreich in der 
menschlichen Lunge mit ihren rauen Bedingungen überlebt (Willger et al., 2009). Es wird 
jedoch vermutet, dass nicht ein einzelnes Gen, sondern verschiedene Faktoren in die Patho-
genität involviert sind (Hohl & Feldmesser 2007). Dabei könnte unter Anderem die erwähnte, 
breite Hitzetoleranz (Bhabhra et al., 2004), die Oberflächenbeschaffenheit der Konidien (Jahn 
et al., 1997) oder auch die Pigmentbiosynthese (Tsai et al., 1998) des Pilzes eine Rolle spie-
len. Auch eine Beteiligung des Sekundärmetabolits Gliotoxin wird im Zusammenhang mit der 
Pathogenität diskutiert. Dabei zeigten A. fumigatus-Stämme, die kein Gliotoxin produzierten, 
im Vergleich zu Gliotoxin-produzierenden Stämmen eine verminderte Virulenz (Sutton et al., 
1996). Das Ausschalten der nicht-ribosomalen Peptidsynthetase (gliP) aus dem putativen 
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Gliotoxingencluster reduzierte ebenfalls die Virulenz eines A. fumigatus-Stammes (Sugui et 
al., 2007). Neben den Problemen, die A. fumigatus als Pathogen hervorruft, können die Koni-
dien aber auch als Allergen wirken, das z.B. Asthma und allergische Nasennebenhöhlenent-
zündungen hervorrufen kann (Latge 1999; O'Gorman et al., 2009). 
 
1.4.4.3 Sekundärmetabolite aus A. fumigatus 
Die Bedeutung des Gliotoxins aus A. fumigatus wurde bereits im vorherigen Kapitel beschrie-
ben. Weitere Sekundärmetabolite aus A. fumigatus sind Fumagilin, Pseurotin A, Trypto-
quivalin (Frisvad 1989) und Cyclopiazonsäure (Hermansen et al., 1984). Die Cyclopiazon-
säure ist ein neurotoxisches Mycotoxin, welches als starker Inhibitor der Ca2+-ATPase des 
Endoplasmatischen Retikulums fungiert (Kim et al., 2012). 
Von Bedeutung sind auch die Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ aus A. fumigatus, darunter 
Fumitremorgin A und B (Yamazaki et al., 1971), Tryprostatin A und B (Cui et al., 1995) und 
Verruculogen (Frisvad 1989). Bei den Fumitremorginen handelt es sich um prenylierte Indol-
alkaloide, die 1971 erstmals aus A. fumigatus isoliert wurden und im Rahmen der damaligen 
Experimente Mäusen injiziert wurden (Yamazaki et al., 1971). Da sie bei Versuchstieren 
Tremor und Krämpfe auslösten, wurden die Substanzen als Fumitremorgine bezeichnet. Für 
die Tryprostatine A und B konnte eine Hemmung der Topoisomerase II und für Tryprostatin 
A sowie Fumitremorgin C eine Inhibition des BCRP (breast cancer resistance protein) nach-
gewiesen werden (Jain et al., 2008). Die Biosynthese der Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ 
wird im Kap. 1.6 ausführlicher beschrieben. Weiterhin ist A. fumigatus ein Produzent von 
Ergotalkaloiden, auf die das folgende Kapitel näher eingeht. 
 
1.4.4.4 Ergotalkaloide aus Aspergillus fumigatus 
Als erste Ergotalkaloide wurden die Clavinalkaloide (Abb. 1-7) Festuclavin, Fumigaclavin A 
und Fumigaclavin B aus A. fumigatus isoliert (Spilsbury & Wilkinson 1961). Im Jahre 1977 
wurde die Isolierung von Fumigaclavin C (Cole et al., 1977b) berichtet. Es wurden jedoch 
noch keine Untersuchungen zur Stereochemie der Substanzen durchgeführt. Erst später wurde 
(8S,9S)-Fumigaclavin B aus A. fumigatus (Ohmomo et al., 1989) beschrieben. 2009 konnten 
Ge et al. (8S,9S)-Fumigaclavin C, (8S)-9-Deacetoxyfumigaclavin C und (8S,9S)-9-Deace-
tylfumigaclavin C isolieren (Ge et al., 2009). Von den trizyklischen Vorläufern der Ergotalka-
loide (Abb. 1-4) wurde beispielsweise Chanoclavin-I in A. fumigatus gefunden (Flieger et al., 
1997). 
Robinson & Panaccione berichteten kurz vor Fertigstellung dieser Arbeit von der Analyse von 
13 A. fumigatus Isolaten im Hinblick auf ihr Ergotalkaloid-Profil (Robinson & Panaccione 
2012). Angaben zur Stereochemie der gefundenen Ergotalkaloide fehlten jedoch. In fünf Iso-
laten (Af293, FGSC A1141, NRRL166, NRRL5587 und NRRL5109) wurde Fumigaclavin C 
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als Endprodukt der Ergotalkaloid-Biosynthese gefunden. Sechs Isolate (FGSC A1461, B5233, 
NRRL164, NRRL5517, NRRL163 und NRRL6113) produzierten wie P. commune 
(Kap. 1.4.3.1) Fumigaclavin A. In einem A. fumigatus Isolat (NRRL165) konnten nur die tri-
zyklischen Vorläufer Chanoclavin-I und Chanoclavin-I-Aldehyd gefunden werden. 
A. fumigatus NRRL174 zeigte keine detektierbare Produktion von Ergotalkaloiden. Die Er-
gebnisse der Arbeit verdeutlichen die Diversität, die bereits bei Pilzen derselben Art vorhan-
den sein kann. 
 
1.5 Biosynthesewege der Ergotalkaloide 
Für A. fumigatus Af293 wurde die Genomsequenz, die aus 8 Chromosomen und 9926 vorher-
gesagten Genen besteht, 2005 von Nierman et al. veröffentlicht (Nierman et al., 2005). Es 
wurden 26 Gencluster identifiziert, die eine Polyketidsynthase bzw. eine nicht-ribosomale 
Peptidsynthetase beinhalten. Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, begann die inten-
sive Erforschung der Biosynthese der Ergotalkaloide mit der Isolierung des Ergotamins im 
Jahre 1918. In den folgenden Jahrzehnten wurden viele weitere Sekundärmetabolite aus 
C. purpurea und anderen Produzenten isoliert. Es erfolgte in den 1960ern bis 1990ern die 
weitere Erforschung durch umfangreiche Fütterungsexperimente von den Gruppen um Gröger 
und Floss (Floss et al., 1974; Floss 1976; Gröger & Floss 1998). Der nächste große Schritt 
erfolgte im Jahre 1999 mit der Identifizierung des Ergotalkaloidgenclusters von C. purpurea 
(Tudzynski et al., 1999) (Abb. 1-9) durch genomic walking mit dem Gen dmaW, das einige 
Jahre zuvor entdeckt wurde (Tsai et al., 1995). Das Ergotalkaloidgencluster von A. fumigatus 
(Abb. 1-9), das auf Chromosom 2 lokalisiert ist, konnte dann im Jahre 2005 im Zuge der 
Charakterisierung von FgaPT2 identifiziert werden (Unsöld & Li 2005). 
 
 
Abb. 1-9: Putative Ergotalkaloidgencluster von C. purpurea P1 und A. fumigatus Af293. 
Die sieben orthologen Gene wurden als schwarze Pfeile dargestellt. Das Gencluster von 
C. purpurea wurde nach Lorenz et al. modifiziert (2009). 
 
Da die biosynthetischen Gene eines Sekundärmetabolits bei Pilzen und Bakterien meist in 
Nachbarschaft zueinander liegen, vereinfacht sich die Identifizierung aller beteiligten Gene 
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eines solchen Genclusters (Keller & Hohn 1997). Das 54,5 kb große Ergotalkaloidgencluster 
von C. purpurea besteht aus insgesamt 14 und das 22,2 kb große Fumigaclavin C Gencluster 
von A. fumigatus aus 11 Genen. Sieben dieser Gene sind Orthologe (Abb. 1-9 schwarze 
Pfeile), die sehr wahrscheinlich in die Bildung des Ergolinringsystems involviert sind (Unsöld 
& Li 2005). Durch die vorhandenen Genomsequenzen konnten schließlich die molekularbio-
logischen und biochemischen Untersuchungen der Ergotalkaloidgene erfolgen. Die Abb. 1-10 
zeigt einen Überblick über den putativen Biosyntheseweg von Ergotamin in C. purpurea und 
(8S,9S)-Fumigaclavin C in A. fumigatus, mit dem Kenntnisstand zu Beginn dieser Arbeit. 
Beide putativen Biosynthesewege stützen sich dabei auf die Erkenntnisse der umfangreichen 
Fütterungsexperimente, die unter Anderem gezeigt haben, dass das Ergolinringsystem aus 
L-Tryptophan und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) hervorgeht (Floss 1976; Gröger & 
Floss 1998; Schardl et al., 2006; Williams et al., 2000). Die Schritte von L-Tryptophan zu 
Chanoclavin-I-Aldehyd sind wahrscheinlich in beiden Pilzen identisch. In C. purpurea wird 
schließlich Ergotamin über Agroclavin und in A. fumigatus (8S,9S)-Fumigaclavin C über 
Festuclavin gebildet. Biochemisch charakterisiert war zum damaligen Zeitpunkt die Reaktion 
des ersten Schritts von L-Tryptophan zu 4-L-Dimethylallyltryptophan (4-L-DMAT) durch das 
Enzym FgaPT2 aus A. fumigatus (Unsöld & Li 2005) bzw. DmaW in C. fusiformis (Tsai et 
al., 1995). 4-L-DMAT wird wiederum durch FgaMT methyliert, was zur Bildung von 4-
DMA-L-Abrin führt (Rigbers & Li 2008). Schließlich prenyliert FgaPT1 im letzten Schritt des 
Biosynthesewegs in A. fumigatus (8S,9S)-Fumigaclavin A zu (8S,9S)-Fumigaclavin C 
(Unsöld & Li 2006). 
 
 
Abb. 1-10: Putativer Biosyntheseweg von Ergotamin in C. purpurea und (8S,9S)-
Fumigaclavin C in A. fumigatus zu Beginn dieser Arbeit.  
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1.6 Biosynthese der Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ 
In Abb. 1-11 ist das 25 kb große, putative Fumitremorgin-Gencluster von A. fumigatus Af293 
zu sehen (Grundmann & Li 2005). Das Cluster besteht aus neun Genen und ist auf dem 
Chromosom 8 lokalisiert. Die Abb. 1-12 zeigt den dazugehörigen, putativen Biosyntheseweg 
von Verruculogen in A. fumigatus. 
 
Abb. 1-11: Putatives Fumitremorgin-Gencluster von A. fumigatus Af293. 
 
 
Abb. 1-12: Putativer Biosyntheseweg von Verruculogen bzw. Fumitremorgin A in 
A. fumigatus (modifiziert nach (Li 2011)). 
 
In dem ersten Schritt findet eine Kondensation der Aminosäuren L-Tryptophan und L-Prolin 
zu Brevianamid F statt, die durch die nicht-ribosomale Peptidsynthetase FtmPS katalysiert 
wird (Maiya et al., 2006). Das Brevianamid F wird anschließend durch FtmPT1 prenyliert, 
wodurch Tryprostatin B entsteht (Grundmann & Li 2005). Durch Geninaktivierung konnten 
Kato et al. zeigen, dass die Cytochrom P450-Enzyme FtmP450-1, FtmP450-2 und FtmP450-3 
für die Umsetzung von Tryprostatin B zu 6-Hydroxytryprostatin B, Tryprostatin A zu Fumi-
tremorgin C bzw. Fumitremorgin C zu 12,13-Dihydroxyfumitremorgin C verantwortlich sind 
(Kato et al., 2009). Die Funktion der putativen Methyltransferase FtmMT wurde bislang noch 
nicht nachgewiesen, jedoch wurde die Methylierung von 6-Hydroxytryprostatin B zu Trypro-
statin A postuliert (Grundmann et al., 2008). Die zweite Prenylierung von 12,13-Dihydroxy-
fumitremorgin C zu Fumitremorgin B wird von FtmPT2 katalysiert (Grundmann et al., 2008). 
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Fumitremorgin B wird dann durch FtmOx1 in Gegenwart von α-Ketoglutarat, Ascorbinsäure, 
Fe(II) und molekularen Sauerstoffs unter Einbau einer Endoperoxid-Brücke zu Verruculogen 
umgesetzt (Steffan et al., 2009). Im Vergleich zu Verruculogen enthält Fumitremorgin A 
einen weiteren Prenylrest. Fumitremorgin A konnte aus A. fumigatus und Neosartorya fischeri 
(N. fischeri) isoliert werden, nicht aber aus Penicillium-Stämmen (Frisvad et al., 2009; Horie 
& Yamazaki 1981; Larsen et al., 2007; Nielsen et al., 1988). Bisher wurde Verruculogen 
wesentlich öfter isoliert als Fumitremorgin A, was für eine genetische Besonderheit der ent-
sprechenden Stämme oder für eine fehlende Expression der benötigten Prenyltransferase in 
den Penicillium-Stämmen spricht. Somit bleibt die Funktion des Gens ftmO, das am Ende des 
Genclusters lokalisiert ist, als einzige ungeklärt. Kato et al. spekulierten, dass ftmO nicht in 
die Biosynthese der Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ involviert ist (Kato et al., 2009). 
FtmO sollte daher innerhalb dieser Arbeit untersucht werden (Kap. 1.7).  
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 
Folgende Fragestellungen sollten innerhalb dieser Dissertation untersucht werden: 
 
1. Charakterisierung von FtmO aus dem Fumitremorgingencluster von A. fumigatus 
- Klonierung von ftmO in die Expressionsvektoren pYES2/NT C und pQE-60 mit an-
schließender Expression des Gens in E. coli oder S. cerevisiae und Aufreinigung des 
überproduzierten Proteins 
- Untersuchungen des Proteins auf eine mögliche Prenyltransferase-Aktivität bzw. auf 
eine Beteiligung des Proteins in den Schritten des Biosyntheseweges von 12,13-Di-
hydroxyfumitremorgin C zu Verruculogen 
 
2. Bioinformatische Analyse von Ergotalkaloidgenclustern innerhalb der Ascomyceten 
- Analyse der verfügbaren Pilzgenome der NCBI-Datenbank auf Sequenzhomologien zu 
den sieben orthologen Genen von A. fumigatus und C. purpurea 
- Analyse putativer Ergotalkaloidgencluster im Hinblick auf die Intron-Exon-Struktur der 
sieben homologen Gene 
- Phylogenetische Untersuchungen der Ergotalkaloidgene und der codierten Proteine 
 
3. Biochemische Charakterisierung der Gene fgaOx1 und fgaFS aus dem Ergotalkaloidgen-
cluster von A. fumigatus 
- Bioinformatische Analyse der Intron-Exon-Struktur der putativen Gene 
- Amplifikation von fgaOx1 und fgaFS aus cDNA von A. fumigatus B5233 
- Klonierung der Gene in Expressionsvektoren mit anschließender Expression der Gene 
in E. coli oder S. cerevisiae und Aufreinigung der überproduzierten Proteine 
- Biochemische Charakterisierung von FgaOx1 und FgaFS, darunter Identifizierung des 
natürlichen Substrats und benötigter Kofaktoren, Isolierung und Strukturaufklärung des 
enzymatischen Produkts und Postulierung eines Reaktionsmechanismus 
 
4. Aufklärung des Verzweigungspunkts der Ergotalkaloidbiosynthese in C. purpurea 
- Klonierung der Gene easA und easG in einen Expressionsvektor mit anschließender 
Expression der Gene in E. coli und Aufreinigung der überproduzierten Proteine 
- Untersuchung der Umsetzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin durch EasA 
und EasG 
 
5. Untersuchung der stereochemischen Unterschiede in der Ergotalkaloidbiosynthese von 
A. fumigatus und P. commune 
- Bioinformatische Analyse der Intron-Exon-Struktur der putativen Gene 
- Amplifikation der Gene fgaOx3pc und fgaFSpc von P. commune NRRL2033 
- Klonierung der Gene fgaOx3pc und fgaFSpc in Expressionsvektoren mit anschließender 
Expression der Gene in E. coli und Aufreinigung der überproduzierten Proteine 
- Biochemische Charakterisierung der Enzyme, darunter Identifizierung des Substrats und 
benötigter Kofaktoren, Isolierung und Strukturaufklärung des enzymatischen Produkts 
und Postulierung eines Reaktionsmechanismus 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien, Säulenmaterial und Kits 
Die gebräuchlichen Laborchemikalien wurden von VWR (Darmstadt), Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Die Ergotalkaloide Agroclavin, Festuclavin 
und Elymoclavin bzw. deren Vorläufer Chanoclavin-I wurden freundlicherweise von Prof. 
Leistner (Universität Bonn) zur Verfügung gestellt. Das (8R,9S)-Fumigaclavin A wurde von 
Beate Wollinsky aus P. commune NRRL2033 isoliert. Zusätzlich verwendete Chemikalien 
und Medienbestandteile sind in Tab. 2-1 aufgelistet. Alle benötigten Materialien zur Säulen-
chromatographie wurden in Tab. 2-2 und die verwendeten Kits in Tab. 2-3 aufgelistet. 
 
Tab. 2-1: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile. 
Hersteller Substanz 
BD (Heidelberg) Yeast Nitrogen Base without amino acids 
Bioline GmbH (Luckenwalde) dNTP Mix 100 mM 
Eurisotop (Saarbrücken) Chloroform-D1, Methanol-D4, Dimethylsulfoxid-D6 
Fermentas (St. Leon-Rot) 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactosid (X-Gal) 
Fluka (Taufkirchen) Galaktose 
Serva (Heidelberg) Coomassie Brillant Blau R-250 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) L-Abrin, 2-Mercaptoethanol, IGEPAL 
Merck (Darmstadt) L-Tryptophan 
Roth (Karlsruhe) Rotiphorese®Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid), 
Isopropyl-β-thiogalactosid (IPTG), Natriumdodecylsulfat 
(SDS), 1,4-Dithiothreitol (DTT), D-(+)-Raffinose, Ascor-
binsäure, N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
 
Tab. 2-2: Verwendete Säulenmaterialien. 
Hersteller Säulenmaterialien 
CS Chromatographie 
Service (Langerwehe) 
Multospher RP 18-5 (Fertigsäule, 5 µm, 250 x 4 mm), 
Multospher RP 18-5 (Fertigsäule, 5 µm, 250 x 10 mm) 
GE Healthcare (Freiburg) HiLoad 16/60 Superdex   75 (Fertigsäule), 
HiLoad 16/60 Superdex 200 (Fertigsäule), 
Sephadex G-25 PD-10 und NAP-5 (Fertigsäulen) 
Merck (Darmstadt) Analytische DC-Alufolien Kieselgel 60 F254, 
Präparative DC-Glasplatten, Aluminiumoxid 60 F254 basisch 
Qiagen (Hilden) Ni-NTA-Agarose 
Pierce Biotechnology 
(Rockford, USA) 
HisPur Kobalt-Resin 
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Tab. 2-3: Verwendete Kits. 
Hersteller Kits 
Fermentas (St. Leon-Roth) GeneRuler DNA Ladder Mix 
GE Healthcare (Freiburg) LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis, 
Gel Filtration HMW and LMW Calibration Kit 
Invitrogen (Karlsruhe) SYBR® Safe DNA Gel stain, 
S. c. EasyCompTM Transformation Kit 
NEB (Ipswich, USA) ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA Kit 
Omega Bio-Tek (Norcross, GA, USA) E. Z. N. A. Fungal RNA Miniprep Kits 
Promega (Mannheim) pGEM-T Easy Vektor System I 
Roche Applied Science (Mannheim) Expand High Fidelity Plus PCR System 
SLG Südlaborbedarf (Gauting) HiYield PCR Clean-up and Gel-Extraction Kit 
 
2.1.2 Enzyme 
Die Tab. 2-4 listet alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme auf. 
 
Tab. 2-4: Verwendete Enzyme. 
Hersteller Enzym 
Jena BioScience (Jena) Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase 
Roth (Karlsruhe) RNase A 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) Lysozym, Katalase aus Aspergillus niger 
 
2.1.3 Mikroorganismen 
2.1.3.1 Bakterienstämme 
Eine Liste der verwendeten E. coli-Stämme findet sich in Tab. 2-5. 
 
Tab. 2-5: Übersicht über die verwendeten E. coli-Stämme. 
Anbieter Bakterienstämme Genotyp 
Stratagene XL1-Blue MRF´ 
 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 
recA1 endA1gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 lac [F′ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 
Qiagen 
(Hilden) 
M15[pREB4] 
 
NaIS StrS RifS Thi- Lac- Ara+ Gal+ Mtl- F- RecA+ Uvr+ 
Lon+ KmR 
Invitrogen 
(Karlsruhe) 
BL21(DE3)pLysS 
 
F- ompT hsdSB (rB
- mB
-) gal dcm (DE3) pLysS (CamR) 
Genlantis SoluBL21TM F- ompT hsdSB (rB
- mB
-) gal dcm (DE3)† 
† Der Stamm enthält uncharakterisierte Mutationen, die durch spezielle Selektionskriterien 
erhalten wurden. Diese Mutationen führten in vielen getesteten Bedingungen dazu, unlösliche 
Proteine in eine vollständige oder teilweise lösliche Form zu überführen (Herstellerangabe). 
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2.1.3.2 Pilzstämme 
Die Tab. 2-6 listet alle in dieser Arbeit verwendeten Pilzstämme auf. 
 
Tab. 2-6: Übersicht über die verwendeten Pilzstämme. 
Pilzstämme Genotyp 
Hersteller/ 
Referenz 
Saccharomyces cerevisiae 
INVSc1 
his3∆1/his3∆1 leu2/leu2 trp1-289/ 
trp1-289 ura3-52/ura3-52 
Invitrogen 
(Karlsruhe) 
Claviceps purpurea P1 Wildtypstamm Prof. Dr. P. 
Tudzynski, 
(Münster) 
Penicillium commune NRRL2033 
(=VKM F-3088 bzw. =ATCC10477) 
Wildtypstamm NCAUR (Illi-
nois, USA) 
 
2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide 
Die Tab. 2-7 gibt eine Übersicht über die verwendeten Klonierungs- und Expressions-
vektoren. 
 
Tab. 2-7: Klonierungs- und Expressionsvektoren. 
Vektor Beschreibung Hersteller 
pGEM-T Easy Klonierungsvektor, der in linearer Form mit einem 
3'-T-Überhang zum direkten einklonieren von PCR-
Produkten mit 3'-A-Überhang verwendet wurde; 
lacZ, ori, f1 ori, AmpR 
Promega 
(Mannheim) 
pCR2.1 Klonierungsvektor, T7-Promotor, lacZα, pUC-Origin, 
f1 ori, KanR, AmpR 
Eurofins 
MWG Operon 
(Ebersberg) 
pBluescript II 
SK (+) 
Klonierungsvektor, T7-Promotor, lacZ, pUC-Origin, 
f1 ori, AmpR 
Eurofins 
MWG Operon 
(Ebersberg) 
pQE-60 und 
pQE-70 
Expressionsvektor für E. coli, T5-Promotor, ColE1, 
AmpR, Sequenz für C-terminalen His6-tag 
Qiagen 
(Hilden) 
pJexpress411 Expressionsvektor für E. coli, T7-Promotor, lacO1, 
pUC-Origin, KanR 
DNA2.0 
(Menlo, USA) 
pYES2/NT C Expressionsvektor für S. cerevisiae, AmpR, URA3-
Marker, pUC-Origin, f1 ori, 2µ-Origin, GAL1-Promotor, 
T7-Promotor, Sequenz für N-terminalen His6-tag 
Invitrogen 
(Karlsruhe) 
 
 
In Tab. 2-8 werden alle innerhalb dieser Arbeit erstellten Klonierungs- und Expressions-
konstrukte aufgelistet. Ergänzend fasst die Tab. 2-9 die benötigten Oligonukleotide zusam-
men.  
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Tab. 2-8: Plasmid-Konstrukte, die innerhalb dieser Arbeit erstellt wurden. Die Ex-
pressionskonstrukte wurden fett hervorgehoben. 
Plasmid Beschreibung 
pMM001 fgaFS (AFUA_2G17970) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 
952 bp, das mit den Primern fgaFS_for und fgaFS_rev aus cDNA von 
A. fumigatus B5233 amplifiziert wurde; 5'-SphI-Schnittstelle; das Plasmid wurde 
zur Kontrolle des Stoppcodons erstellt und diente als template für pMM002 
pMM002 fgaFS (AFUA_2G17970) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 
888 bp, das mit den Primern fgaFS_for und fgaFS_rev2 aus pMM001 amplifiziert 
wurde; 5'-SphI- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM003 fgaFS (AFUA_2G17970) im pQE-70; enthält ein 872 bp SphI- und BamHI-
Fragment aus pMM002 
pMM004 fgaOx3 (AFUA_2G17960) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 
1183 bp, das mit den Primern fgaOx3_for und fgaOx3_rev aus cDNA von 
A. fumigatus B5233 amplifiziert wurde; 5'-SphI-Schnittstelle 
pMM005 ftmO (AFUA_8G00260) im pYES2/NT C; enthält ein 2055 bp BamHI- und XhoI-
Fragment aus pMM004 
pMM006 ftmO (AFUA_8G00260) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 
2053 bp, das mit den Primern ftmO_for und ftmO_rev aus pAG29 amplifiziert 
wurde; 5'-NcoI- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM007 ftmO (AFUA_8G00260) im pQE-60; enthält ein 2042 bp NcoI- und BamHI-
Fragment aus pMM006 
pMM009 fgaOx1_1-1022 im pJexpress411; enthält ein DNA-Fragment von 1077 bp aus 
chemischer Synthese; 5'-NcoI-, interne 3'-BspMII- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM010 fgaOx1_1023-1887 im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 887 bp, das 
mit den Primern fgaOx1_for2 und fgaOx1_rev2 aus cDNA von A. fumigatus 
B5233 amplifiziert wurde; 5'-BspMII- (intern) und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM011 fgaOx1_1-1887 (AFUA_2G18050) im pJexpress411; geht aus pMM009 hervor, 
es wurde ein 863 bp DNA-Fragment aus pMM010, über die BspMII- (intern) und 
BamHI-Schnittstelle einkloniert; Länge des Gesamt-DNA-Fragments 1923 bp 
pMM012 fgaOx1_1-1887 (AFUA_2G18050) im pQE-60; enthält ein 1886 bp NcoI- und 
BamHI-Fragment aus pMM011 
pMM013 fgaOx1_1-1887 (AFUA_2G18050) im pJexpress411; geht aus pMM012 hervor, 
wobei ein 18 bp DNA-Fragment, hinter die 3'-BamHI-Schnittstelle einkloniert 
wurde, das ein Stoppcodon enthält; Länge des Gesamt-DNA-Fragments 1941 bp 
pMM014 fgaOx1_1-958 im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 1049 bp, dass mit 
den Primern fgaOx1_for3 und fgaOx1_rev3 aus pMM009 amplifiziert wurde; 5'-
EcoRI- und 3'-Eco72I- (intern) und 3'-XhoI-Schnittstelle 
pMM015 fgaOx1_1-1887 (AFUA_2G18050) im pGEM-T Easy; geht aus pMM014 hervor, 
wobei ein 936 bp DNA-Fragment aus pMM013, über die intern Eco72I und XhoI-
Schnittstelle einkloniert wurde; Länge des Gesamt-DNA-Fragments 1909 bp 
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Plasmid Beschreibung 
pMM016 fgaOx1_1-1887 (AFUA_2G18050) im pYES2/NT C; enthält ein 1920 bp 
DNA-Fragment aus pMM015, das über zwei EcoRI-Schnittstellen einkloniert 
wurde 
pMM017 fgaOx1_1-1022 (AFUA_2G18050) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt 
von 1037 bp, das mit den Primern fgaOx1_for und fgaOx1_rev4 aus cDNA von 
A. fumigatus B5233 amplifiziert wurde; 5'-NcoI- und 3'-BspMII-Schnittstelle 
pMM018 fgaOx1∆1-402 im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 1502 bp, das 
mit den Primern fgaOx1_for4 und fgaOx1_rev aus cDNA von A. fumigatus 
B5233 amplifiziert wurde; 5'-NcoI- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM019 fgaOx1∆1-402 im pQE-60; enthält ein 1487 bp NcoI- und BamHI-Fragment 
aus pMM018 
pMM020 easE (AJ011965) aus C. purpurea im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt 
von 1458 bp, das mit den Primern easE_for und easE_rev aus cDNA von 
C. purpurea P1 amplifiziert wurde; 5'-NcoI- und 3'-BglII-Schnittstelle 
pMM021 easE (AJ011965) aus C. purpurea im pQE-60; enthält ein 1109 bp NcoI- und 
BglII-Fragment aus pMM020 
pMM043 easG (AY836771) aus C. purpurea P1 im pCR2.1; enthält ein DNA-Fragment 
von 878 bp aus chemischer Synthese; 5'-NcoI- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
pMM044 easG (AY836771) im pQE-60; enthält ein 872 bp NcoI- und BamHI-Fragment 
aus pMM043 
pMM045 easA (AJ703809) aus C. purpurea P1 im pBluescript II SK (+); enthält ein 
DNA-Fragment von 1115 bp aus chemischer Synthese; 5'-NcoI- und 3'-BamHI-
Schnittstelle 
pMM046 easA (AJ703809) im pQE-60; enthält ein 1109 bp NcoI- und BamHI-Fragment 
aus pMM045 
pMM047 fgaFSpc (JQ085282) aus P. commune NRRL2033 im pCR2.1; enthält ein DNA-
Fragment von 866 bp aus chemischer Synthese; 5'-NcoI- und 3'-BamHI-
Schnittstelle, die Intron-Exon-Struktur, sowie die Gen-Sequenz wurden später 
durch cDNA-Amplifikation bestätigt (pMM051) 
pMM048 fgaFSpc (JQ085282) im pQE-60; enthält ein 860 bp NcoI- und BamHI-
Fragment aus pMM047 
pMM049 fgaOx3pc (JQ085283) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 1150 bp, 
das mit den Primern fgaOx3pc_for und fgaOx3pc_rev aus dem Cosmid 28D7 
(P. commune NRRL2033) amplifiziert wurde; 5'-SphI- und 3'-BamHI-Schnitt-
stelle 
pMM050 fgaOx3pc (JQ085283) im pQE-70; enthält ein 1139 bp SphI- und BamHI-
Fragment aus pMM049 
pMM051 fgaFSpc (JQ085282) im pGEM-T Easy; enthält ein PCR-Produkt von 871 bp, 
das mit den Primern fgaFSpc_for und fgaFSpc_rev aus cDNA von P. commune 
NRRL2033 amplifiziert wurde; 5'-SphI- und 3'-BamHI-Schnittstelle 
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Tab. 2-9: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Die eingefügten 
Restriktionsschnittstellen wurden unterstrichen, wobei die fettgedruckten Basen Mutationen 
in den Genen erzeugten. 
Primer Sequenz (5'→3') Plasmid 
fgaDH_for ACCATGGCATCAGTCGAATCCC pCW01 
fgaDH_rev2 CCACTTGGATCCCGGCATGC pCW01 
fgaOx3_for GGCATGCGAGAAGAACCGTCC pMM004, pCW02 
fgaOx3_rev CCATAAAACCTTTTCACTGTGCAC pMM004 
fgaOx3_rev2 TTCTCGGGATCCGACGGGGA pCW02 
fgaFS_for CGCATGCCTATCCTCGTGCTG pMM001, pMM002 
fgaFS_rev GGAAGTTGTTATGTTGAAGGCGTC pMM001 
fgaFS_rev2 CCAAAATAGGATCCATGCCGCAT pMM002 
fgaOx1_for CCCATGGCACATCGTATCCTTTG pMM017 
fgaOx1_for2 GTATCAGGGCTCCGGAATAACTC pMM010 
fgaOx1_for3 TGAATTCATGTCACATCGTATCC pMM014 
fgaOx1_for4 ATCCATGGCGCATTCTCCGC pMM018 
fgaOx1_rev ATGTGCAGCACGACCATCCAG pMM018 
fgaOx1_rev2 CATCTGGGATCCGCGGTATAC pMM010 
fgaOx1_rev3 CCTCGAGTTATTCCGGAGC pMM014 
fgaOx1_rev4 AGTTATTCCGGAGCCCTGATAC pMM017 
fgaOx1_Stopp GATCCTGACTCGAGTCAG pMM013 
easE_for CCATGGAGCGGCGCCAATCAATTT pMM020 
easE_rev AGATCTCATTCCGATAAGACTGGACGCT pMM020 
ftmO_for CACCATGGGTCGCTGGTGGGG pMM006 
ftmO_rev TCGGATCCTGGAGGCGCGTCAC pMM006 
fgaOx3pc_for TGGCATGCCAAAAACCACCCA pMM049 
fgaOx3pc_rev ACGGATCCCGTTCCTCGAC pMM049 
fgaFSpc_for CAGCATGCCTATCTTTGTACTGGGTG pMM051 
fgaFSpc_rev CTGGATCCAGCCCAGTGGTGCTT pMM051 
 
2.1.5 Kultivierungsbedingungen und Nährmedien 
Die zur Herstellung der Nährmedien benötigten Bestandteile wurden hauptsächlich von der 
Firma AppliChem (Darmstadt) bezogen. Zur Herstellung von Festmedien wurde den Medien 
1,5 % Agar zugegeben. Die autoklavierten Medien wurden bei 4 °C gelagert. Die jeweils be-
nötigten Antibiotika (Tab. 2-12) wurden vor der Verwendung der Medien steril zugegeben. 
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2.1.5.1 Kultivierungsbedingungen und Nährmedien für E. coli 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37 °C in LB-Flüssigmedium (Tab. 2-10) bzw. auf 
LB-Agarplatten oder in TB-Flüssigmedium (Tab. 2-11). Zur Selektion wurden den Medien 
verschiedene Antibiotika zugesetzt (Tab. 2-12). Die Flüssigkulturen wurden bei 220 rpm un-
ter Schütteln inkubiert. In einigen Fällen wurden die Zellen zur Verbesserung der Ex-
pressionsbedingungen bei 26 °C bzw. 22 °C kultiviert (Kap. 3.2). 
 
Tab. 2-10: LB-Medium. 
Substanz Menge für 1000 ml 
Trypton 10 g 
NaCl 10 g 
Hefeextrakt   5 g 
 
Tab. 2-11: TB-Medium. 
Substanz Menge für 900 ml 
Trypton 12 g 
Hefeextrakt 24 g 
Glycerin (99,5 %)     4 ml 
Nach dem Autoklavieren werden 100 ml des  
Kaliumphosphat-Puffers (Tab. 2-31) zugefügt. 
 
Tab. 2-12: Antibiotika. 
Antibiotikum Konzentration der 
Stammlösung [mg/ml] 
Arbeitskonzentration 
[µg/ml] 
Carbenicillin 50 50 
Chloramphenicol 50    12,5 
Kanamycin 50 25 
Tetrazyklin    12,5    12,5 
Das Kanamycin wurde in Ethanol, alle anderen Antibiotika wurden in bidest. 
Wasser gelöst und steril filtriert. 
 
2.1.5.2 Kultivierungsbedingungen für S. cerevisiae 
Der Wildtypstamm von S. cerevisiae wurde auf YPD-Vollmedium (Tab. 2-13) bzw. auf YPD-
Agarplatten (enthielten 1,5 % Agarose) bei 30 °C kultiviert. Nach der Transformation 
(Kap. 2.3.7.2) erfolgte die Kultivierung bei 30 °C in dem Selektionsmedium (SC-Medium) 
bzw. auf SC-Agarplatten (enthielten 1,5 % Agarose). Das SC-Medium wurde nach Hersteller-
angaben des pYES2/NT C Vektors (Invitrogen) angesetzt. 
 
27 2. Material und Methoden 
Tab. 2-13: YPD-Vollmedium. 
Substanz Menge für 500 ml 
Pepton 10 g 
Hefeextrakt   5 g 
Das Medium wurde auf 450 ml mit bidest. Wasser aufgefüllt und nach dem 
Autoklavieren 50 ml einer steril filtrierten 20 %igen Glukose-Lösung zugegeben. 
 
2.1.5.3 Kultivierungsbedingungen für P. commune und C. purpurea 
Für die Isolierung von mRNA (Kap. 2.3.1) aus P. commune NRRL2033 und C. purpurea P1 
erfolgte die Kultivierung beider Pilze in HA-Medium (Tab. 2-14) bei 26 °C als Standkultur. 
 
Tab. 2-14: HA-Medium. 
Substanz Menge für 500 ml 
Malz 10 g 
Hefeextrakt   4 g 
Glukose   4 g 
 
2.1.6 Puffer und Lösungen 
2.1.6.1 Lösungen zur DNA-Isolierung 
Tab. 2-15: Miniprep Lösung I. 
Substanz Endkonzentration Menge für 100 ml 
Tris-Base 50 mM 610 mg 
EDTA 10 mM 370 mg 
Der pH-Wert wurde mit konz. HCl auf pH 8,0 eingestellt und vor 
dem Gebrauch 100 µg/ml RNase zugeben. 
 
Tab. 2-16: Miniprep Lösung II. 
Substanz Endkonzentration Menge für 50 ml 
NaOH 0,2 M 0,4 g 
SDS (10 %) 1 % (w/v)      5 ml 
 
Tab. 2-17: Miniprep Lösung III. 
Substanz Endkonzentration Menge für 100 ml 
Kaliumacetat 3 M 29,5 g 
Der pH-Wert wurde mit konz. HCl auf pH 5,4 eingestellt. 
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2.1.6.2 Puffer und Lösungen zur DNA-Gelelektrophorese 
Tab. 2-18: 6 × DNA-Ladepuffer. 
Substanz Endkonzentration Menge für 10 ml 
Bromphenolblau 0,25 % (w/v) 25 mg 
Glycerin   30 % (v/v)  3 ml 
 
Tab. 2-19: 50 × TAE-Puffer. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
Tris-Base 2 M 242 g 
Essigsäure (96 %) 6 % (v/v)  57,1 ml 
EDTA (0,5 M) 50 mM   100 ml 
Als Arbeitskonzentration wurde mit H2O auf 1 × TAE verdünnt 
 
2.1.6.3 Puffer zur Proteinaufreinigung 
Tab. 2-20: Lysepuffer für die Proteinaufreinigung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
NaH2PO4   50 mM     6,9 g 
NaCl 300 mM   17,5 g 
Imidazol   10 mM       680 mg 
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt. 
 
Tab. 2-21: Waschpuffer für die Proteinaufreinigung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
NaH2PO4   50 mM   6,9 g 
NaCl 300 mM 17,5 g 
Imidazol   20 mM   1360 mg 
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt. 
 
Tab. 2-22: Elutionspuffer für die Proteinaufreinigung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
NaH2PO4   50 mM     6,9 g 
NaCl 300 mM   17,5 g 
Imidazol 250 mM      17 g 
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt. 
 
Tab. 2-23: Proteinlagerungspuffer für die Proteinaufreinigung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
Tris-HCl pH 7,5 (0,5 M) 50 mM 100 ml 
Glycerin 15 % (w/v) 150 ml 
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2.1.6.4 Puffer für die Größenausschlusschromatographie 
Tab. 2-24: Puffer für die Kalibrierung der Größenausschlusschromatographie-Säulen 
und für die Bestimmung der nativen Molekulargewichte der aufgereinigten Proteine. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
Tris-HCl pH 7,5 (0,5 M)   50 mM 100 ml 
NaCl (5 M) 150 mM   30 ml 
 
Tab. 2-25: Kristallisationspuffer zur Aufreinigung von FtmPT1 für die Kristallisation. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
Tris-HCl pH 7,5 (0,5 M) 25 mM 50 ml 
 
2.1.6.5 Puffer und Lösungen zur SDS-PAGE und Nachweis von Proteinen 
Tab. 2-26: 5 × Bradfordreagenz. 
Substanz Endkonzentration Menge für 200 ml 
Serva Blau G in 50 ml Ethanol 0,35 mg/ml    70 mg 
Phosphorsäure (85 %)      50 % (v/v) 118 ml 
 
Tab. 2-27: 5 × SDS-Ladepuffer. 
Substanz Endkonzentration Menge für 10 ml 
Tris-HCl pH 6,8 (1 M) 250 mM       2,5 ml 
DTT 500 mM       772 mg 
SDS          10 % (w/v)        1 g 
Bromphenolblau         0,5 % (w/v)         50 mg 
Glycerin          50 % (v/v)          5 ml 
 
Tab. 2-28: 10 × SDS-Laufpuffer. 
Substanz Endkonzentration Menge für 500 ml 
Tris-Base     250 mM 15,2 g 
Glycin 1,92 M    72 g 
SDS      1 % (w/v)      5 g 
 
Tab. 2-29: Coomassie-Färbelösung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
Coomassie Brillant Blau G-250 0,1 % (w/v)  1 g 
Essigsäure 10 % (v/v) 100 ml 
Methanol 50 % (v/v) 500 ml 
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Tab. 2-30: Entfärberlösung. 
Substanz Endkonzentration Menge für 500 ml 
Ethanol 20 % 100 ml 
Essigsäure 10 %   50 ml 
 
2.1.6.6 Sonstige Puffer und Lösungen 
Tab. 2-31: Kaliumphosphat-Puffer für das TB-Medium. 
Substanz Endkonzentration Menge für 1000 ml 
KH2PO4 0,17 M 23,2 g 
K2HPO4 0,72 M 17,5 g 
 
Tab. 2-32: van Urk-Reagenz zum Besprühen von Dünnschichtchromatographie-Platten. 
Substanz Endkonzentration Menge für 100 ml 
Dimethylaminobenzaldehyd 0,8 mM 125 mg 
Eisen(III)Chlorid     0,1 mg/ml   10 mg 
Schwefelsäure  50 mM  65 ml 
Wasser     0,1 mg/ml  35 ml 
 
2.2 Bioinformatische Analysen 
Die Tab. 2-33 listet die aktuellen Internet-Adressen der verschiedenen, in dieser Arbeit ver-
wendeten Programme auf. Dabei wurde für direkte DNA- und Proteinsequenzvergleiche so-
wie für Homologievergleiche von Proteinsequenzen mit der NCBI-Datenbank das Programm 
„BLAST 2 SEQUENCES“ verwendet. Zur Identifizierung der putativen Ergotalkaloidgen-
cluster innerhalb der Ascomyceten wurde das Programm „genomic BLAST“ benutzt. 
 
Tab. 2-33: Internet-Adressen der verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten Pro-
gramme. 
Programm Website 
BLAST 2 SEQUENCES http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
genomic BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
DNASIS http://www.miraibio.com/dnasis-max/dnasis-max-overview.html 
ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
ESPript 2.2 http://espript.ibcp.fr/ 
Tree View 1.6.6 http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html 
TMHMM Server v. 2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 
TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html 
GENEius www.genius.de 
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Die Sequenzidentitäten der direkten Proteinsequenzvergleiche wurden mit dem Programm 
„DNASIS“ berechnet. Für die Multi-Proteinsequenzvergleiche wurde das Programm 
„ClustalW2“ und zur Visualisierung streng konservierter Aminosäuren das Programm „ESP-
ript 2.2“ genutzt. Zur Erstellung der phylogenetischen Stammbäume wurde ebenfalls 
„ClustalW2“ verwendet. Die Visualisierung erfolgte durch „Tree View 1.6.6“. Die Membran-
domänen-Vorhersagen für FgaOx1 erfolgten mit den Programmen „TMHMM Server v. 2.0“ 
und „TMpred“ (Hofmann & Stoffel 1993). Die Codon-Optimierungen zur Expression der 
Gene easG, easA und fgaFSpc in E. coli wurden mit dem Programm „GENEius“ durchgeführt. 
 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Isolierung von RNA aus Pilzen und Herstellung von cDNA 
Das Mycel für die Isolierung der RNA von P. commune NRRL2033 und C. purpurea P1 
wurde aus einer 250 ml Standkultur (HA-Medium, Tab. 2-14), die bei 26 °C für 4 bis 5 Tage 
kultiviert wurde, gewonnen. Das Mycel wurde in 50 ml Reaktionsgefäßen bei 6000 × g und 
4 °C für 10 min pelletiert und anschließend in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Im nächsten 
Arbeitsschritt wurde das Mycel unter flüssigem Stickstoff in einem Mörser zerrieben und 
schließlich 75 mg Mycel in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Isolierung der RNA 
erfolgte dann mit Hilfe des E. Z. N. A. Fungal RNA Miniprep Kits (Omega Bio-Tek) nach 
dem Protokoll des Herstellers. Wie vom Hersteller vorgeschlagen, wurde zur Reduzierung 
von gDNA Rückständen ein Verdau mit DNase I während der Aufreinigung durchgeführt. 
Am Ende wurde die RNA mit zweimal 50 µl H2O eluiert. Zur cDNA-Synthese wurde das 
ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB) genutzt. Für den Ansatz 
wurden 6 µl der zuvor isolierten Gesamt-RNA eingesetzt und nach dem Protokoll des Herstel-
lers inkubiert. Als Primer wurden die Oligo d(T)23VN des Herstellers verwendet. 
 
2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (Alkalische Lyse) 
Alle Plasmid-Isolierungen dieser Arbeit wurden nach folgendem Protokoll durchgeführt. Aus 
einer 5 ml Übernachtkultur wurden 2 ml der Bakterienkultur entnommen und die Zellen bei 
10000 rpm für 4 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 250 µl der 
Miniprep Lösung I (Tab. 2-15) resuspendiert. Es wurden 250 µl der Miniprep Lösung II zu-
gegeben (Tab. 2-16), der Ansatz fünfmal invertiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Schließlich wurden 270 µl der Miniprep Lösung III (Tab. 2-17) zugegeben, die Lösung durch 
fünfmaliges Invertieren gemischt und der Ansatz für 5 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine 
Zentrifugation für 20 min bei 13300 rpm, danach wurde der lösliche Überstand abgenommen 
und mit 750 µl eiskaltem 2-Propanol gefällt. Nach mehrmaligem Invertieren wurde bei 
13300 rpm für 30 min zentrifugiert, das 2-Propanol abgenommen und das entstandene DNA-
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Pellet mit 700 µl eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen. Anschließend wurde das Pellet für 
10 min bei 65 °C getrocknet und in 50 µl Wasser aufgenommen. 
 
2.3.3 Restriktion von Plasmid-DNA 
Die Tab. 2-34 gibt den Standardansatz für alle durchgeführten Restriktionen von Plasmid-
DNA wieder. Für die durchgeführten Umklonierungen wurde jeweils ein Vielfaches des 
Standardansatzes verwendet. 
 
Tab. 2-34: Standardansatz für die Restriktionen. 
Substanz Endkonzentration Menge für 10 µl 
Plasmid-DNA ca. 20 ng/µl  0,5 µl 
Jena BioScience-Puffer 1 ×     1 µl 
Enzym 0,25 U/µl 0,25 µl 
H2O - 8,25 µl 
Inkubation für 1 h bei 37 °C 
 
2.3.3.1 Partielle Restriktion von Plasmid-DNA 
Die Plasmide pMM002 (fgaFS) und pMM006 (ftmO) wurden über eine partielle Restriktion 
verdaut, da die Gensequenz fgaFS eine interne BamHI- (Abb. 3-11) und die von ftmO eine 
interne NcoI-Schnittstelle (Abb. 3-6) enthielt. Daher wurden beide Plasmide zunächst mit dem 
Enzym, das nur einmal in dem Plasmid schneidet, für 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend 
wurden die Plasmide mit dem zweiten Enzym, von dem nur ein Zehntel (0,025 U/µl) der 
Standardmenge verwendet wurde, für 2 min bei 37 °C inkubiert. Nach den 2 Minuten erfolg-
ten die Zugabe des 6 × DNA-Ladepuffers und die Agarosegelelektrophorese (Kap. 2.3.4) zum 
Abstoppen des Restriktionsverdaus. Unter diesen Bedingungen konnte das jeweilige benötigte 
Gesamt-DNA-Fragment, in dem beide Enzyme nur einmal geschnitten haben, aus dem Aga-
rosegel isoliert werden (Kap. 2.3.4.1). 
 
2.3.4 Agarosegelelektrophorese 
Zur Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe wurden horizontale Agarosegelelektro-
phoresen durchgeführt. Dabei wurden je nach gewünschtem Trennbereich Agarosegele mit 
0,8 bis 1,5 % Agaroseanteil verwendet. Die Agarose wurde in 1 × TAE-Puffer (Tab. 2-19) 
gelöst und mit 1 × SYBR Safe DNA Gel stain (Invitrogen) versetzt. Als Laufmittel diente 
ebenfalls der 1 × TAE-Puffer. Die Trennung erfolgte mit einer Arbeitsspannung von 120 V 
unter Verwendung der Compact-Midi (MBT 30 EL) Elektrophoresekammer der Firma Micro-
Bio-Tec-Brand. Die Proben wurden mit dem 6 × DNA-Ladepuffer (Tab. 2-18) unter Verdün-
nung des Ladepuffers auf 1 × gemischt, damit die Beladung des Gels erfolgen konnte. Als 
Größenstandard diente der GeneRuler DNA Ladder Mix der Firma Fermentas. Da der SYBR 
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Safe DNA Gel stain Farbstoff DNA-interkalierend ist, konnte die Detektion der Proben mit-
tels UV-Licht erfolgen und mit der Kamera Olympus SP-500 UZ fotografiert werden. 
 
2.3.4.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach der Auftrennung der jeweiligen Proben mittels Agarosegelelektrophorese (Kap. 2.3.4), 
wurden die linearen DNA-Fragmente unter UV-Licht identifiziert und mit einem Skalpell aus 
dem Agarosegel herausgeschnitten. Die DNA wurden im nächsten Schritt mittels des HiYield 
PCR Clean-up and Gel-Extraction Kit (Tab. 2-3) nach dem Hersteller Protokoll aus dem Aga-
rose-Gel isoliert und aufgereinigt. Die Elution der DNA-Fragmente erfolgte mit Wasser. 
 
2.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Für die Ligation der PCR-Produkte in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy wurde der in 
Tab. 2-35 abgebildete Standardansatz verwendet. Die Menge des eingesetzten pGEM-T Easy 
Vektors wurde im Vergleich zur Herstellerangabe um die Hälfte reduziert. Die Reduzierung 
der eingesetzten Vektormenge erfolgte, um in den Ligationsansätzen ein Vektor zu PCR-
Produkt-Verhältnis von 1:1 zu erreichen. Die PCR-Produkte wurden vor der Ligation über 
eine Isolierung mittels Gelextraktion aufgereinigt (Kap. 2.3.4.1). Für die Umklonierung der 
DNA-Fragmente aus den Klonierungsvektoren in die Expressionsvektoren wurden sowohl der 
Zielvektor als auch der Klonierungsvektor zunächst mit den jeweiligen Restriktionsendo-
nukleasen verdaut und die Proben mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Anschließ-
end erfolgte eine Aufreinigung mittels Gelextraktion. Der Vektor und das Insert wurden direkt 
über eine Säule aufgereinigt und in 20 µl Wasser eluiert. Dem Elutionsansatz wurden dann 
die weiteren Komponenten des Ligationsansatzes aus Tab. 2-36 zugefügt. 
 
Tab. 2-35: Standardansatz für die Ligation der PCR-Produkte in pGEM-T Easy. 
Substanz Menge für 10 µl 
PCR-Produkt nach Gelextraktion 3,5 µl (ca. 25 ng) 
Rapid Ligation Buffer (2 ×)    5 µl 
pGEM-T Easy Vektor (25 ng) 0,5 µl 
T4 DNA Ligase (Promega)    1 µl 
H2O - 
 
Tab. 2-36: Standardansatz für die Ligation von Vektoren und Inserts. 
Substanz Menge für 24 µl 
Vektor und Insert nach Gelextraktion  20 µl 
T4 DNA Ligase Puffer (10 ×) 2,4 µl 
T4 DNA Ligase (Jena BioScience)    1 µl 
H2O 0,6 µl 
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2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation der DNA-Produkte aus Tab. 2-37 erfolgte mittels Polymerase chain 
reaction (PCR). Zur Bestimmung der jeweiligen, optimalen Primer-Anlagerungstemperatur 
wurde zunächst eine Gradienten-PCR mit Hilfe des Eppendorf Mastercycler Gradient durch-
geführt. Die Tab. 2-38 gibt den Standardansatz für eine einzelne PCR-Reaktion innerhalb des 
Gradienten an. Die Tab. 2-39 enthält das zugehörige PCR-Gradienten-Programm. 
 
Tab. 2-37: Übersicht über die genspezifischen PCR-Bedingungen. 
PCR-Produkt mit Plas- 
mid-Bezeichnung 
Verwendete Primer Primer-Anlag.- 
temperatur 
Synthese- 
zeit 
ftmO (pMM006) ftmO_for/ftmO_rev 70,0 °C 120 sek 
fgaDH (pCW01) fgaDH_for/fgaDH_rev2 51,5 °C   60 sek 
fgaFS (pMM001) fgaFS_for/fgaFS_rev 62,9 °C   60 sek 
fgaFS (pMM002) fgaFS_for/fgaFS_rev2 52,1 °C   60 sek 
fgaOx3 (pMM004) fgaOx3_for/fgaOx3_rev 57,5 °C   90 sek 
fgaOx1 (pMM010) fgaOx1_for2/fgaOx1_rev2 50,0 °C   60 sek 
fgaOx1 (pMM014) fgaOx1_for3/fgaOx1_rev3 57,9 °C   60 sek 
fgaOx1 (pMM017) fgaOx1_for/fgaOx1_rev4 63,0 °C   60 sek 
fgaOx1 (pMM018) fgaOx1_for4/fgaOx1_rev 57,9 °C   90 sek 
easE (pMM020) easE_for/easE_rev 64,0 °C   90 sek 
fgaOx3pc (pMM049) fgaOx3pc_for/fgaOx3pc_rev 57,9 °C   90 sek 
fgaFSpc (pMM051) fgaFSpc_for/fgaFSpc_rev 54,3 °C   60 sek 
 
Tab. 2-38: Standardansatz (15 µl) für eine einzelne Reaktion im PCR-Gradient. 
Substanz Endkonzentration 
cDNA bzw. Plasmid-DNA    3 nmol/µl 
Primer for (10 pmol/µl) 0,2 pmol/µl 
Primer rev (10 pmol/µl) 0,2 pmol/µl 
dNTPs (2,5 mM pro Nukleotid) 200 µM (pro Nukleotid) 
High Fidelity-Puffer (5 ×) 1 × 
High Fidelity-Polymerase 0,05 U/µl 
H2O  
 
Tab. 2-39: PCR-Gradienten-Programm. 
Temperatur Dauer Zyklen Funktion 
94 °C   2 min 1 Heißstart 
94 °C 15 sek 25 Denaturierung 
48 °C - 64 °C   1 min 25 Primer-Anlagerung 
72 °C variabel (Tab. 2-37) 25 Synthese 
72 °C   7 min 1 Finale Synthese 
  4 °C     ∞  Endtemperatur 
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2.3.7 Herstellung kompetenter Zellen 
2.3.7.1 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
Im ersten Schritt zur Herstellung der kompetenten E. coli-Zellen wurden 4 ml LB-Medium 
mit dem entsprechenden Antibiotikum (je nach E. coli-Stamm) versetzt und diese aus einer 
Glycerin-Dauerkultur angeimpft. Die Inkubation der Zellen erfolgte über Nacht bei 37 °C und 
220 rpm. Am nächsten Tag wurden 100 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) mit 2 ml der 
Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 220 rpm geschüttelt. Die Zellen wurden bis zu 
einer optischen Dichte bei 600 nm (OD600) von 0,6 kultiviert und direkt in zwei 50 ml Reak-
tionsgefäßen bei 6000 × g und 4 °C für 10 min pelletiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden 
bei 4 °C durchgeführt. Es folgte die Resuspendierung der Pellets in 25 ml eiskalter 0,1 M 
CaCl2-Lösung. Die Suspensionen wurden vereint und nach erneuter Zentrifugation (6000 × g, 
4 °C für 10 min) wieder in 50 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert. Nach einer 
Inkubation für 20 min auf Eis wurden die Zellen pelletiert (6000 × g, 4 °C für 10 min) und in 
3 ml 0,1 M CaCl2-Lösung mit 15 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Von dieser Suspension 
wurden 100 µl Aliquots erstellt, die in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis 
zur weiteren Verwendung gelagert wurden. 
Die Tab. 2-40 gibt das Protokoll wieder, das verwendet wurde, um die kompetenten E. coli-
Zellen mit den Plasmiden zu transformieren. 
 
Tab. 2-40: Protokoll für die Transformation der kompetenten Zellen mit den Plasmiden. 
Arbeitsschritt Dauer 
Auftauen der E. coli-Zellen (100 µl Aliquot) auf Eis 15 min 
Zugabe von 0,5 µl des Plasmids bzw. 24 µl eines Liga-
tionsansatzes und Lagerung auf Eis 
30 min 
Hitzeschock bei 42 °C 50 s 
Lagerung der Zellen auf Eis   1 min 
Zugabe von 400 µl LB-Medium   - 
Inkubation der Zellen bei 37 °C 45 min 
Pelletieren der Zellen und Entfernen des Mediums   - 
Resuspendieren der Zellen in 100 µl Medium und Aus-
plattierung 
Inkubation über Nacht bei 37 °C 
 
Der pGEM-T Easy enthält das lacZ-Gen, das eine Blau-Weiß Selektion ermöglicht. Um diese 
Selektion nutzen zu können, wurden die LB-Agar-Platten mit einer Lösung aus 40 µl 5-Brom-
4-chlor-3-indolyl-β-D-galactosid (X-Gal) (20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid (DMF)), 
7 µl Isopropyl-β-D-thiogalaktosid-Lösung (IPTG-Lösung) (1 M) und 153 µl sterilfiltriertem 
Wasser bestrichen. Das DMF musste vor dem Ausplattieren der Zellen auf Grund seiner toxi-
schen Eigenschaften durch Abdampfen wieder entfernt werden. 
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2.3.7.2 Herstellung und Transformation kompetenter S. cerevisiae-Zellen 
Die Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen und die Transformation mit den jeweiligen 
Plasmiden erfolgte mit dem S. c. EasyCompTM Transformation Kit nach Herstellerangaben. 
Dazu wurden zunächst 10 ml YPD-Vollmedium (Kap. 2.1.5.2 Tab. 2-13) aus einer einzelnen 
Kolonie von einer YPD-Platte des S. cerevisiae INVSc1-Stammes angeimpft und über Nacht 
bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden 10 ml YPD-Vollmedium mit der 
Übernachtkultur auf eine OD600 von 0,4 angeimpft und bei 30 °C und 220 rpm bis zu einer 
OD600 von 1,0 inkubiert. Die Zellen wurden bei 500 × g und 22 °C für 5 min pelletiert und der 
Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 10 ml der Lösung I des Kits resuspendiert und 
erneut bei 500 × g und 22 °C für 5 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die 
Zellen in 1 ml der Lösung II des Kits resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 50 µl Ali-
quots erstellt, die in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert wurden. 
Zur Transformation wurde ein 50 µl Aliquot der Zellen auf Eis aufgetaut und 1 µl der jeweili-
gen Plasmid-DNA zugegeben. Anschließend wurden 500 µl der Lösung III des Kits zu dem 
Ansatz gegeben und das Reaktionsgefäß durch Anstoßen durchmischt. Der Ansatz wurde 
dann für eine Stunde bei 30 °C inkubiert und alle 15 min erneut durchmischt. Nach der ein-
stündigen Inkubation wurden die Zellen bei 3000 × g und 22 °C für 5 min pelletiert und der 
Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 100 µl der Lösung III des Kits resuspendiert auf 
zwei SC-Agar-Platten verteilt und für zwei bis drei Tage bei 30 °C inkubiert. 
 
2.3.8 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode (Sanger & 
Coulson 1975) von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgeführt. Dazu wurde 
die zu sequenzierende Plasmid-DNA auf 100 ng/µl mit steril filtriertem, bidestilliertem Was-
ser verdünnt und 1 µg der Plasmid-DNA pro Sequenzierungsreaktion eingeschickt. 
 
2.4 Biochemische Methoden 
2.4.1 Genexpression und Zellaufschluss 
2.4.1.1 Genexpression in E. coli und Zellaufschluss 
Eine 100 ml LB-Vorkultur wurde mit dem benötigten Antibiotikum versetzt und aus einer 
Glycerin-Dauerkultur angeimpft. Nach dem Animpfen des Mediums wurde die Vorkultur bei 
37 °C und 220 rpm über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden 1000 ml Medium mit 
20 ml der Vorkultur versetzt und bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Bei einer OD600 zwischen 
0,6 bis 0,7 wurde die Genexpression mit 1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte bei 
220 rpm mit unterschiedlichen Temperaturen und Zeiten je nach Expressionsplasmid 
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(Kap. 3.2). Im Anschluss wurden die Bakterien durch Zentrifugation für 8 min bei 4500 rpm 
und 4 °C vom Medium getrennt. Die pelletierten Bakterien wurden in 2 ml Lysepuffer pro g 
Zellmasse (Tab. 2-20) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zunächst mit Lysozym (End-
konzentration 1 mg/ml) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert, bevor die Lyse durch Ultra-
schall mit 6 Zyklen für je 10 s bei 200 bis 300 W (Branson Sonifier 250) und 4 °C durchge-
führt wurde. Es folgte eine Zentrifugation für 30 min bei 13000 rpm und 4 °C. Anschließend 
wurde der Überstand (lösliche Proteinanteile) von den pelletierten, unlöslichen Bestandteilen 
getrennt. Das überproduzierte Protein wurde anschließend aus dem Lysat mittels Affinitäts-
chromatographie aufgereinigt (Kap. 2.4.2). 
 
2.4.1.2 Genexpression in S. cerevisiae und Zellaufschluss 
Nach der Transformation von S. cerevisiae mit dem jeweiligen Plasmid wurden die Zellen auf 
SC-Platten ausgestrichen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. Aus einer einzelnen Kolonie 
wurden dann 100 ml SC-Medium-Vorkultur angeimpft und bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. 
In dem SC-Medium diente Glukose als Kohlenstoffquelle. Nach 36 bis 48 Stunden musste 
eine Trübung der Vorkultur erfolgen, ansonsten wurde der Klon als negativ verworfen. Nach 
Eintritt der Trübung wurde eine 2 l Hauptkultur mit 50 ml der Vorkultur angeimpft und bei 
30 °C und 180 rpm bis zu einer OD600 von 0,8 kultiviert. Die Zellen wurden bei 4000 rpm und 
4 °C für 5 min zentrifugiert und im Anschluss mit 500 ml glukosefreiem SC-Medium resus-
pendiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C für 5 min. Das Pellet 
wurde in 100 ml SC-Medium resuspendiert und jeweils 1000 ml SC-Induktionsmedium mit 
25 ml der Kultur angeimpft. Das SC-Induktionsmedium enthielt 2 % Galaktose zur Induktion 
und 2 % Raffinose als Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden bei 30 °C und 180 rpm über 
Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation für 8 min bei 
4500 rpm und 4 °C vom Medium getrennt. Die pelletierten Zellen wurden in 1 ml Lysepuffer 
pro g Zellmasse (Tab. 2-20) resuspendiert und direkt in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die 
tiefgefrorenen Zellen wurden mit flüssigem Stickstoff in einem Mörser zerrieben und das Ly-
sat auf Eis aufgetaut. Nach dem Auftauen folgte eine Zentrifugation für 30 min bei 13000 rpm 
und 4 °C. Anschließend wurde der Überstand (lösliche Proteinanteile) von den pelletierten, 
unlöslichen Bestandteilen getrennt. Das überproduzierte Protein wurde anschließend aus dem 
Lysat mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt (Kap. 2.4.2). 
 
2.4.2 Affinitätschromatographie über Ni-NTA-Agarose bzw. Kobalt-Resin 
Das Lysat aus E. coli bzw. S. cerevisiae wurde mit einer definierten Menge Ni-NTA-Agarose 
bzw. Kobalt-Resin versetzt und für 1 Stunde bei 4 °C durchmischt. Die jeweilige Menge an 
Ni-NTA-Agarose bzw. Kobalt-Resin wurde experimentell für jedes aufzureinigende Protein 
bestimmt. Die Lysat-Ni-NTA-Agarose- bzw. -Kobalt-Resin-Mischung wurde dann in eine 
8 ml Säulenhülse mit Fritte gegeben und der Durchlauf verworfen. Es folgte das zweimalige 
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Waschen der Protein-Ni-NTA-Agarose- bzw. Co-Resin-Mischung mit 8 ml des Waschpuffers 
(Tab. 2-21) und die Elution der Proteine durch die viermalige Zugabe von 1 ml Elutionspuffer 
(Tab. 2-22). Als letzter Aufreinigungsschritt wurde eine Umpufferung und Entsalzung der 
Elutionsfraktionen über eine Sephadex G25 PD-10-Säule durchgeführt. Dabei wurde zunächst 
die PD-10-Säule mit 40 ml Proteinlagerungspuffer (Tab. 2-23) äquilibriert und anschließend 
2,5 ml der Elutionsfraktionen auf die Säule aufgetragen. Nach dem Einsinken der Fraktion 
wurden 3,5 ml Proteinlagerungspuffer auf die Säule aufgetragen und der Durchfluss aufge-
fangen. Die gesammelten 3,5 ml wurden aliquotiert, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und 
bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Während der Aufreinigung wurden von den 
verschiedenen Aufreinigungsschritten Proben entnommen und diese über eine Sodium 
dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Kap. 2.4.5) zur Optimierung 
der Aufreinigung analysiert. 
 
2.4.3 Größenausschlusschromatographie (Gelfiltration) 
Zur Bestimmung der nativen Molekulargewichte der aufgereinigten, überproduzierten Pro-
teine wurde eine Größenausschlusschromatographie mit der HiLoad 16/60 Superdex 75- bzw. 
der HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule durchgeführt. Beide Säulen wurden über eine 
ÄKTAprimeTM plus Anlage der Firma GE Healthcare (Freiburg) bei 4 °C und einer Flussrate 
von 1 ml/min betrieben. Die Visualisierung der Absorption bei 280 nm erfolgte mit dem Re-
korder LKB Bromma 2210 2-Channel Recorder. Als Fließmittel diente der Kalibrierungspuf-
fer (Tab. 2-24), der vor der Benutzung steril filtriert und entgast wurde. Für die Kalibrierung 
der Säulen wurde das Gel Filtration HMW and LMW Calibration Kit der Firma GE Health-
care verwendet. Beide Kits enthalten verschiedene globuläre Standardproteine, von denen die 
exakte Größe bekannt ist. Zur Erstellung der Kalibrierungsgeraden wurde für die HiLoad 
16/60 Superdex 75-Säule Conalbumin (75 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A 
(25 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa) über die Säule aufgetrennt. Für 
die HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule wurden auf Grund des unterschiedlichen Trenn-
bereiches Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), Conalbumin (75 kDa), Ovalbumin 
(43 kDa), Carbonanhydrase (29 kDa) und Ribonuclease A (13,7 kDa) verwendet. Mit Dex-
tranblau 2000 (2000 kDa) wurde für beide Säulen das Ausschlussvolumen bestimmt. 
 
2.4.3.1 Konzentrierung von Proteinen mittels Ultrafiltration 
Zur Aufkonzentrierung von Protein-Lösungen wurden Amicon- (Merck Millipore) bzw. 
Vivaspin 20-Konzentratoren (Vivaproducts) mit einer Ausschlussgröße von 30 kDa ver-
wendet. Zunächst wurde die Membran des Konzentrators mit 10 ml des gleichen Puffers wie 
der der Protein-Lösung bei 3400 × g und 4 °C für 10 min äquilibriert. Anschließend wurden 
die Protein-Lösungen in den Konzentrator gegeben und bei 3400 × g und 4 °C solange zentri-
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fugiert, bis das gewünschte Volumen erhalten worden war. Nach jeweils 5-minütiger Zentri-
fugation wurde die Protein-Lösung durch Pipettieren durchmischt. 
 
2.4.4 Aufreinigung von FtmPT1 für Kristallisationsversuche 
Die Kultivierung und Expression erfolgte in LB-Medium bei 37 °C bis zu einer OD600 von 
0,6. Es folgte die Induktion mit 0,1 mM IPTG für 16 h bei 30 °C. Die Kultivierungs- und Ex-
pressionsbedingungen wurden bereits von Dr. Alexander Grundmann optimiert (Grundmann 
& Li 2005). 
Zur Verbesserung der Reinheit des aufgereinigten FtmPT1 für die Kristallisationsversuche 
wurde zunächst die Menge an eingesetzter Ni-NTA-Agarose von 220 µl auf 120 µl pro Liter 
Kultur reduziert. Das Eluat von 4 PD-10-Säulen (14 ml) aus zwei Liter Kultur wurde mit 
einem Amicon-Konzentrator, welcher eine Membran mit einer Ausschlussgröße von 30 kDa 
besaß (Kap. 2.4.3.1), auf 1,5 ml aufkonzentriert. Die gesamten 1,5 ml wurden mit einer Fluss-
rate von 1 ml/min auf die HiLoad 16/60 Superdex 200 aufgetragen, die zuvor mit drei Säu-
lenvolumen (360 ml) Kristallisationspuffer (Tab. 2-25) äquilibriert wurde. Die ersten 30 ml 
des Laufs wurden verworfen und anschließend Fraktionen mit einem Volumen von 2 ml ge-
sammelt. Die relevanten Fraktionen wurden nach der Überprüfung mittels SDS-PAGE 
(Kap. 2.4.5) vereint, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C bis zur Übergabe an 
Tübingen gelagert. 
 
2.4.5 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli werden zwei Puffersysteme 
und ein separates Sammel- und Trenngel kombiniert (Laemmli 1970). Beides wirkt sich vor-
teilhaft auf die SDS-PAGE aus. Die Ionen der beiden Puffer erlangen durch die vorgegebenen 
pH-Werte unterschiedliche Mobilitäten. Hierbei bilden die Chloridionen auf Grund ihrer Mo-
bilität die Leitionen und die Glycinionen die Folgeionen. Die Proteine wandern zwischen die-
sen Ionen. Die Ionen erzeugen beim Anlegen der Spannung einen Feldgradienten, durch den 
ein Stapeleffekt induziert wird. Gelangen die Proteine schließlich ans Trenngel, erfahren sie 
einen höheren Reibungswiderstand und eine pH-Änderung, wodurch sie sich stauen und von 
den Folgeionen überholt werden. Ab diesem Zeitpunkt befinden sich die Proteine nicht mehr 
in einem diskontinuierlichen, sondern einem homogenen System, wodurch sich der Stapel 
auflöst und sich eine zonenelektrophoretische Auftrennung einstellt. 
Die Tab. 2-41 zeigt die Zusammensetzung der verwendeten 15 %igen SDS-Gele. Die SDS-
PAGE wurde mit 80 V für das Sammelgel und mit 120 V für das Trenngel betrieben. Als 
Laufmittel wurde 1 × SDS-Laufpuffer (Tab. 2-28) verwendet. Die Proteinproben wurden mit 
dem 5 × SDS-Probenpuffer (Tab. 2-27) im Verhältnis 5:1 gemischt. Nach der erfolgten Tren-
nung der Proteine wurde das Gel für 20 min in die Coomassie-Färbelösung (Kap. 2.1.6.5 Tab. 
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2-29) gegeben. Das Entfärben des Gels erfolgte für 1 bis 2 Stunden in der Entfärberlösung 
(Kap. 2.1.6.5 Tab. 2-30), bevor das Gel schließlich in Wasser überführt wurde. 
 
Tab. 2-41: Zusammensetzung der 15 %igen SDS-Gele. 
Trenngel 15 % Menge für 1 Gel Sammelgel 3,9 % Menge für 1 Gel 
1,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml 0,5 M Tris pH 6,8 625 µl 
10 % SDS 50 µl 10 % SDS   25 µl 
30 % Acrylamid 2,5 ml 30 % Acrylamid 325 µl 
TEMED 2,5 µl TEMED  2,5 µl 
10 % APS 125 µl 10 % APS   50 µl 
Wasser  1,1 ml Wasser   1,5 ml 
 
2.4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford gewählt 
(Bradford 1976). Zunächst wurde das 5 × Bradfordreagenz (Tab. 2-26) mit bidest. Wasser auf 
1 × verdünnt und über Nacht im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Am nächsten Tag wurde die Lö-
sung mehrfach filtriert und anschließend bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Für 
das 1 × Bradfordreagenz wurde eine Kalibrierungsreihe mittels einer 1 mg/ml bovine serum 
albumin (BSA) Lösung erstellt. Aus der BSA-Lösung wurden Verdünnungen von 1 bis 10 µg 
BSA in je 100 µl 50 mM Tris-HCl pH 7,5 als Endvolumen angesetzt. Zu den verschiedenen 
Verdünnungen wurden je 1 ml des 1 × Bradfordreagenz zugegeben und die Absorption bei 
595 nm mit einem UV-Spektrometer nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur be-
stimmt. Für jede Verdünnung wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt, aus deren Mit-
telwerten sich die Kalibrierungsreihe ergab. Für die Bestimmung der Proteinkonzentration 
wurde die Proteinprobe zunächst mit 50 mM Tris-HCl pH 7,5 auf ein Endvolumen von 100 µl 
verdünnt. Schließlich wurde 1 ml 1 × Bradfordreagenz zugegeben und die Absorption bei 
595 nm bestimmt. Über die Kalibrierungsreihe konnte die Proteinkonzentration berechnet 
werden. 
 
2.4.7 Enzymatische Reaktionsansätze 
2.4.7.1 Enzymatische Herstellung von DMA-L-Abrin 
Zur enzymatischen Herstellung von DMA-L-Abrin, das für die Untersuchungen der enzyma-
tischen Aktivität von FgaOx1 benötigt wurde (Kap. 3.4), fand der Reaktionsansatz nach 
Tab. 2-42 Verwendung. Der Ansatz wurde über Nacht bei 30 °C inkubiert und am nächsten 
Tag mit Hilfe eines Rotationsverdampfers bei 37 °C bis auf ca. 200 µl eingeengt. Es wurden 
200 µl Methanol zugegeben und der Ansatz für 15 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 
Die Isolierung von DMA-L-Abrin wurde mittels HPLC durchgeführt (Kap. 2.5.2). 
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Tab. 2-42: Ansatz zur Isolierung von DMA-L-Abrin. 
Zusammensetzung Endkonzentration Menge für 5 ml 
L-Abrin (20 mM)  1 mM 250 µl 
FgaPT2 (2,5 µg/µl) 0,25 µg/µl 500 µl (1,25 mg) 
DMAPP (100 mM)  2 mM 100 µl 
CaCl2 (100 mM)  5 mM 250 µl 
Tris-HCl pH 7,5 (50 mM) 50 mM  3,4 ml 
 
2.4.7.2 Enzymatische Herstellung von Chanoclavin-I-Aldehyd 
Den Ansatz, der zur enzymatischen Gewinnung von Chanoclavin-I-Aldehyd durchgeführt 
wurde, gibt die Tab. 2-43 wieder. Das Chanoclavin-I-Aldehyd wurde für die Untersuchungen 
der enzymatischen Aktivität von EasG verwendet (Kap. 3.6). Der Ansatz wurde für 4 h bei 
30 °C inkubiert und anschließend der pH-Wert durch Zugabe von 3600 µl Natriumhydroxid 
(1 M) auf 9 eingestellt. Es folgte die zweimalige Extraktion des Ansatzes mit 360 ml Ethyl-
acetat. Die vereinten Ethylacetat-Phasen wurden mit Hilfe eines Rotationsverdampfers bei 
37 °C bis zur Trockene eingeengt und der Rückstand in 1000 µl Methanol aufgenommen. Je 
500 µl der Lösung wurden anschließend auf eine präparative DC-Platten aufgetragen und mit-
tels DC mit einem Fließmittelgemisch aus Chloroform, Methanol und Ammoniumhydroxid 
(80 : 20 : 0,2) aufgetrennt (Kap. 2.5.1). 
 
Tab. 2-43: Ansatz zur Isolierung von Chanoclavin-I-Aldehyd. 
Zusammensetzung Endkonzentration Menge für 180 ml 
Chanoclavin-I (50 mM)  1 mM 3600 µl 
FgaDH (3 µg/µl) 0,1 µg/µl 6 ml (18 mg) 
NAD (100 mM)   5 mM 9000 µl 
Tris-HCl pH 7,5 (50 mM) 50 mM    161 ml 
 
2.4.7.3 Enzymatische Herstellung von Agroclavin 
Das in Kapitel 3.6 mittels nuclear magnetic resonance (NMR) untersuchte Agroclavin wurde 
über den enzymatischen Reaktionsansatz in Tab. 2-44 hergestellt. Inkubiert wurde der Ansatz 
über Nacht bei 30 °C. Durch Zugabe von 600 µl Natriumhydroxid (1 M) wurde der pH auf 9 
eingestellt und durch dreimalige Zugabe von 60 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinten 
Ethylacetat-Phasen wurden über einen Rotationsverdampfer bei 37 °C bis zur Trockene ein-
geengt, der Rückstand in 300 µl Methanol aufgenommen und mittels high performance liquid 
chromatography (HPLC) isoliert (Kap. 2.5.2). 
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Tab. 2-44: Ansatz zur Isolierung von Agroclavin. 
Zusammensetzung Endkonzentration Menge für 30 ml 
Chanoclavin-I (50 mM)   1 mM  600 µl 
FgaDH (4,8 µg/µl) 0,1 µg/µl 600 µl (3 mg) 
EasG (1,7 µg/µl) 0,1 µg/µl 1800 µl (3 mg) 
NAD (100 mM)   5 mM 1500 µl 
NADPH (100 mM)   5 mM 1500 µl 
GSH (50 mM) 10 mM 6000 µl 
Tris-HCl pH 7,5 (50 mM) 50 mM   18,0 ml 
 
2.4.7.4 Enzymatische Herstellung von Pyroclavin 
Für die enzymatische Herstellung von Pyroclavin (Kap. 3.7) wurde der Ansatz nach Tab. 2-45 
verwendet. Im Anschluss an die 5-stündige Inkubation bei 30 °C wurde der Ansatz mit 500 µl 
Natriumhydroxid (1 M) auf pH 9 eingestellt und dreimal mit je 40 ml Ethylacetat extrahiert. 
Die vereinten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer bei 37 °C eingeengt und 
schließlich der verbliebene Rückstand in 1000 µl Methanol aufgenommen. Diese 1000 µl 
wurden auf drei analytische DC-Platten aufgetragen und mit einem Fließmittelgemisch aus 
Chloroform, Methanol und Ammoniumhydroxid (80 : 20 : 0,2) aufgetrennt (Kap. 2.5.1). 
 
Tab. 2-45: Ansatz zur Isolierung von Pyroclavin. 
Zusammensetzung Endkonzentration Menge für 20 ml 
Chanoclavin-I (50 mM)   1 mM  400 µl 
FgaDH (4,8 µg/µl) 0,1 µg/µl 417 µl (2 mg) 
FgaOx3 (1,2 µg/µl) 0,1 µg/µl 1667 µl (2 mg) 
EasG (1,0 µg/µl) 0,1 µg/µl 2000 µl (2 mg) 
NAD (100 mM)   5 mM 1000 µl 
NADH (100 mM)   5 mM 1000 µl 
FMN (100 mM)   5 mM 1000 µl 
Tris-HCl pH 7,5 (50 mM) 50 mM   12,5 ml 
 
2.5 Analytik niedermolekularer Substanzen 
2.5.1 Dünnschichtchromatographie (DC) 
Sowohl für die Analyse von enzymatischen Reaktionsansätzen (Kap. 3.7) als auch zur Iso-
lierung des Chanoclavin-I-Aldehyds (Kap. 3.6) und des Pyroclavins (Kap. 3.7) wurde die 
Dünnschichtchromatographie (DC) genutzt. Für die Analyse der enzymatischen Reaktions-
ansätze wurden die DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 der Firma Merck verwendet. Dabei er-
folgte die Trennung der Substanzen aus den Reaktionsansätzen mit einem Fließmittelgemisch 
aus Chloroform, Methanol und Ammoniumhydroxid (80 : 20 : 0,2). Die Detektion der Ergot-
alkaloide erfolgte durch das Besprühen der DC-Folie mit dem van Urk-Reagenz (Tab. 2-32), 
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gefolgt von einer 1 % (w/v) NaNO2-Lösung. Die violetten Verfärbungen konnten im Tages-
licht betrachtet werden. 
Für die Isolierung des Chanoclavin-I-Aldehyds wurden die präparativen DC-Platten (Alu-
miniumoxid 60 F254 basisch, Glas) der Firma Merck verwendet. Die Isolierung des Pyro-
clavins wurde auf Grund der besseren Trennleistung auf drei analytische DC-Platten durchge-
führt. Als Fließmittel wurde bei beiden Isolierungen das Gemisch aus Chloroform, Methanol 
und Ammoniumhydroxid (80 : 20 : 0,2) genutzt. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit-
tels UV-Licht. Nachdem an den entsprechenden Bereichen das Kieselgel-Material abgelöst 
war, wurde das Kieselgel-Material mit Methanol extrahiert und die Überstände am Rotations-
verdampfer bei 37 °C eingeengt. Das Chanoclavin-I-Aldehyd wurde in Dimethylsulfoxid 
(DMSO) aufgenommen und mittels HPLC-Analyse auf eine Konzentration von 50 mM einge-
stellt. Im Falle des Pyroclavins erfolgte mittels HPLC eine zusätzliche Aufreinigung 
(Kap. 2.5.2), um verbliebene Kieselgel-Kontaminationen, die in den NMR-Spektren stören, 
zu entfernen. 
 
2.5.2 Umkehr-Phasen-HPLC (reverse phase HPLC) 
Alle HPLC-Analysen innerhalb dieser Arbeit erfolgten an den 1200 Serien HPLC-Anlagen 
der Firma Agilent (Böblingen). Hierbei wurde als Hauptsäule eine Multospher RP-18-Säule 
(250 mm x 4 mm, Partikelgröße 5 µm) (C&S Chromatographie Service, Langerwehe) bei 
einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die Hauptsäule wurde von einer mit Multoprep RP-
18 gefüllten Vorsäule (30 mm x 4 mm, Partikelgröße 40 µm) (C&S Chromatographie Service, 
Langerwehe) geschützt. Die Detektion erfolgte mit dem anlageninternen Photodioden-Array-
Detektor über einen Wellenlängenbereich von 190 bis 400 nm. Zur Isolierung der Substanzen 
im Milligramm-Maßstab wurde eine präparative Multospher RP-18-Säule (250 mm x 10 mm, 
Partikelgröße 5 µm) (C&S Chromatographie Service, Langerwehe) in Kombination mit einer 
mit Multoprep RP-18 gefüllten Vorsäule (50 mm x 10 mm, Partikelgröße 40 µm) (C&S 
Chromatographie Service, Langerwehe) verwendet. Bei der präparativen Säule wurde die 
Flussrate auf 2,5 ml/min erhöht. Als Lösungsmittel wurden Wasser (Lösungsmittel A) und 
Acetonitril (Lösungsmittel B) bzw. Methanol (Lösungsmittel C) verwendet. Beiden Lösungs-
mitteln wurde 0,5% (v/v) Trifluoressigsäure zugesetzt. In allen nachfolgend beschriebenen 
Methoden erfolgte ein 5-minütiger Waschschritt der Säule mit 100 % des Lösungsmittels B 
bzw. C und eine Äquilibrierung der Säule mit der gleichen Konzentration des Lösungsmit-
tels B bzw. C, mit der die Methode gestartet wurde. 
Bei den Reaktionsansätzen zur Auffindung der enzymatischen Aktivität von FtmO (Kap. 3.3) 
wurde zunächst für 4 min 25 % Acetonitril und anschließend ein Gradient von 25 auf 100 % 
Acetonitril über 24 min verwendet. Zur Isolierung des DMA-L-Abrin (Kap. 3.4) wurde Me-
thanol mit 0,5% (v/v) Trifluoressigsäure als Lösungsmittel genutzt und ein Gradient von 
35 auf 100 % Lösungsmittel C über 17 min als Methode gewählt. Für die Untersuchungen der 
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enzymatischen Aktivität hingegen wurde erneut Acetonitril als Lösungsmittel benutzt. Die 
Auftrennung erfolgte zunächst für 8 min mit 25 % Acetonitril und dann über einen Gradienten 
von 25 auf 35 % Lösungsmittel B über 20 min. 
Für die Analyse der Reaktionsansätze, in denen das Protein EasG verwendet wurde (Abb. 
3-33, Abb. 3-34, Abb. 3-38 und Abb. 3-39), fand die Trennung der Substanzen über einen 
Gradient von 38 auf 54 % Lösungsmittel B über 10 min statt. Die Isolierung des Agroclavins 
erfolgte über einen Gradienten von 30 auf 37 % Lösungsmittel B über 28 min. Zur Unter-
suchung der nicht-enzymatischen Reaktion von GSH mit Chanoclavin-I-Aldehyd (Abb. 3-35, 
Abb. 3-36 und Abb. 3-37) wurde zunächst 10 % Acetonitril für 14 min und anschließend ein 
Gradient von 10 auf 74 % Acetonitril über 17 min gewählt. Für die Trennung von Festuclavin 
und Agroclavin in Abb. 3-40 wurden die Proben mit 21 % Lösungsmittel B über 38 min 
eluiert. 
Zur Analyse der enzymatischen Reaktionsansätze der Umsetzung von Chanoclavin-I-Aldehyd 
zu Pyroclavin und Festuclavin (Kap. 3.7) wurde eine Methode mit 21 % Lösungsmittel B über 
60 min benutzt. Für die Isolierung des Pyroclavins wurde ein Gradient von 25 auf 42 % 
Lösungsmittel B über 28 min verwendet. 
 
2.5.3 Massenspektrometrie (MS) 
Die Messungen der Elektrospray-Ionisation-Spektren (ESI-Spektren) von Agroclavin (An-
hang Abb. 6-33), des Chanoclavin-I-Aldehyd-DTT Intermediats (Anhang Abb. 6-34) und des 
Pyroclavins (Anhang Abb. 6-46), sowie die Messung des hochaufgelösten Elektronenstoß-
Ionisation-Spektrums (HR-EI-Spektrums) von Pyroclavin erfolgten durch Dr. Laufenberg an 
einem AutoSpec-Gerät der Firma Micromass Co. UK Ltd. 
 
2.5.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR) 
Nach der Isolierung der Substanzen erfolgte das Trocknen dieser über mehrere Tage im Ge-
friertrockner. Anschließend wurden die Proben in deuteriertem Lösungsmittel der Firma 
Eurisotop (Tab. 2-1) aufgenommen. Von den isolierten Substanzen wurden zunächst 
1H-NMR-Spektren durch Dr. Kämpchen an einem JEOL ECA-500 Spektrometer (JEOL, 
München) aufgenommen. Wurden weitere NMR-Spektren der Substanzen benötigt, darunter 
13C-NMR-, DQF-COSY-, HSQC-, HMBC-, NOESY und ROESY-Spektren, erfolgten die 
Messungen durch Dr. Xie. In diesen Fällen wurde nochmals ein 1H-NMR-Spektrum an der-
selben Anlage gemessen. Als Anlage wurde ein Bruker AVANCE-600 Spektrometer und für 
die 13C-Spektren ein Bruker DRX-400 Spektrometer verwendet. Die Messungen erfolgten bei 
300 K. Die Datenauswertung erfolgte mit der TOPSPIN 2.1 Software (Bruker) bzw. mit der 
Software Delta 5.0.1 (JEOL). 
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3. Ergebnisse 
3.1 Vorkommen von Ergotalkaloidgenclustern innerhalb der Ascomyceten 
3.1.1 Identifizierung der Ergotalkaloidgencluster 
Zur Untersuchung des Vorkommens von Ergotalkaloidgenclustern innerhalb der Ascomyce-
ten wurden aus 53 verschiedenen Pilzfamilien 138 in der NCBI-Datenbank verfügbare Pilz-
genome auf Sequenzhomologien zu den sieben orthologen Genen von A. fumigatus Af293 
und C. purpurea analysiert. Diese Arbeit wurde in Kooperation mit Christiane Wallwey 
durchgeführt, die die Genome der sieben Pilze der Arthrodermataceen, die vier A. fumigatus-
Stämme sowie die Stämme Metarhizium acridum CQMa 102 und Metarhizium anisopliae 
ARSEF 23 analysierte. Die Abb. 3-1 zeigt einen Neighbour-joining Stammbaum basierend 
auf β-Tubulin Sequenzen von den 46 abgebildeten Ascomyceten. Es wurden insgesamt 23 
Stämme identifiziert, die putative Ergotalkaloidgencluster enthielten. Diese gehören den Fa-
milien Arthrodermataceae, Clavicipitaceae und Trichocomaceae an. 
 
 
Abb. 3-1: Neighbour-joining Stammbaum basierend auf β-Tubulin Sequenzen der 46 
analysierten Ascomyceten. Die Pilze, in denen Ergotalkaloidgene identifiziert wurden, sind 
unterstrichen und fett hervorgehoben.  
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In den Arthrodermataceen wurden in allen sieben verfügbaren Genomen Ergotalkaloidgene 
gefunden, während in den anderen Pilzen der Ordnung Onygenales, zu denen die Familien 
Ajellomycetaceae und Onygenaceae gehören, keine Ergotalkaloidgene gefunden wurden. Bei 
den Clavicipitaceen enthielten alle sequenzierten Stämme, mit Ausnahme von Aciculosporum 
take Ergotalkaloidgene. Dabei ist die Art Metarhizium noch kein bekannter Produzent von 
Ergotalkaloiden. Die 2 Genome der Familie Chaetomiaceae, die wie die Clavicipitaceen zu 
der Klasse der Sordariomyceten gehört, beinhaltet keine Ergotalkaloidgene. Im Falle der Tri-
chocomaceen sind über 13 Genome vorhanden. Die Gene für die Produktion von Ergot-
alkaloiden wurden aber nur in A. fumigatus- und P. commune-Stämmen gefunden. Der in die-
ser Arbeit verwendete Stamm P. commune NRRL2033 konnte nicht in die Abb. 3-1 aufge-
nommen werden, da der Stamm noch nicht sequenziert wurde und daher keine Sequenz für 
β-Tubulin vorhanden ist. 
 
3.1.2 Anordnung der Gene in den Ergotalkaloidgenclustern 
Die Abb. 3-2 gibt eine Übersicht über die putativen Biosynthesegencluster von Ergotalkaloi-
den in Pilzen der Familien Arthrodermataceae, Clavicipitaceae und Trichocomaceae wieder. 
 
 
Abb. 3-2: Putative Biosynthesegencluster von Ergotalkaloiden in Pilzen der Familien 
Arthrodermataceae, Clavicipitaceae und Trichocomaceae. Die jeweils orthologen Gene 
wurden mit gleichen Mustern dargestellt und die nicht-orthologen Gene als weiße Pfeile. 
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Dabei enthalten die Ergotalkaloidgencluster der Pilze der Familie Clavicipitaceae und Tricho-
comaceae sieben orthologe Gene, die Pilze der Familie Arthrodermataceae besitzen hingegen 
nur fünf dieser sieben orthologen Gene. Die Gene für fgaOx3 und fgaFS bzw. easA und easG 
fehlen in den Ergotalkaloidgenclustern dieser Familie. Bei den beiden Genclustern der Tri-
chocomaceen variieren die Positionen und Orientierungen der einzelnen Gene deutlich, wäh-
rend innerhalb der Clavicipitaceen und Arthrodermataceen jeweils gleiche Positionen und 
Orientierungen der einzelnen Gene gefunden wurden. 
 
3.1.3 Proteinsequenzvergleiche der orthologen Ergotalkaloidgene 
In der Tab. 3-1 wurden die Sequenzidentitäten für die orthologen Gene innerhalb und zwi-
schen den Familien aufgelistet. Dabei wurden die höchsten Sequenzidentitäten (77 % bis 
99 %) innerhalb der Familie Arthrodermataceae gefunden, gefolgt von den Pilzen der Clavi-
cipitaceen mit 52 % bis 85% und den Pilzen der Trichocomaceen mit 46 % bis 77 %. Zwi-
schen den Familien ergaben sich Sequenzidentitäten von 44 % (FgaOx1 mit EasE) bis 67 % 
(FgaDH mit EasD) beim Vergleich der orthologen Gene von A. fumigatus Af293 mit 
C. purpurea 20.1. Der Vergleich von A. fumigatus Af293 mit Arthroderma benhamiae 
(A. benhamiae) CBS 112371 ergab Sequenzidentitäten von 45 % (FgaOx1) bis 69 % 
(FgaDH). Schließlich wurden Sequenzidentitäten von 48 % (FgaOx1) bis 65 % (FgaDH) für 
den Vergleich von C. purpurea 20.1 mit A. benhamiae CBS 112371 erhalten. 
Zusätzlich zum direkten Sequenzvergleich wurden Multi-Proteinsequenzvergleiche aller 
orthologen Proteine mit dem Programm ClustalW2 durchgeführt (Anhang Abb. 6-1 bis 
Abb. 6-7). Zur besseren Übersicht wurden die streng konservierten Aminosäuren in Abb. 3-3 
zusammengefasst. Mit Ausnahme von FgaOx1 wiesen alle sieben Proteine eine hohe Anzahl 
von streng konservierten Aminosäuren auf. Die Prenyltransferasen und die old yellow enzy-
mes enthielten jedoch einen längeren, nicht-konservierten C-terminalen Bereich. Die FAD-
abhängigen Oxidoreduktasen wiesen dagegen sowohl einen längeren, nicht-konservierten 
N- als auch C-terminalen Bereich auf. Bei den Katalasen hingegen findet sich ein N-
terminaler und ein interner nicht-konservierter Bereich. Die N-Methyltransferasen, die Alko-
hol-Dehydrogenasen und die Reduktasen zeigten ein gleichmäßiges Vorkommen der streng 
konservierten Aminosäuren. 
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Abb. 3-3: Darstellung der streng konservierten Aminosäuren der sieben orthologen Pro-
teine. Die konservierten Aminosäuren wurden aus den in dieser Arbeit identifizierten Pro-
teinen der putativen Ergotalkaloidgencluster über Multi-Proteinsequenzvergleiche ermittelt. 
 
3.1.4 Phylogenetische Analyse 
Die phylogenetischen Analysen der sieben orthologen Gene aus den 23 identifizierten puta-
tiven Ergotalkaloidgenclustern wurden mit den Programmen ClustalW2 und Tree View 1.6.6 
durchgeführt (Anhang Abb. 6-8 bis Abb. 6-11). Die Neighbour-joining Stammbäume der Ka-
talasen, Alkohol-Dehydrogenasen, FAD-abhängigen Oxidoreduktasen, N-Methyltransferasen 
und Prenyltransferasen (z.B. fgaCat, fgaDH, fgaOx1, fgaMT und fgaPT2) enthalten die ortho-
logen Gene der Familien Arthrodermataceae, Clavicipitaceae und Trichocomaceae. In den 
Stammbäumen der old yellow enzymes und der Reduktasen fehlen die Pilze der Familie 
Arthrodermataceae, da die entsprechenden Gene im Cluster nicht vorhanden sind. Die phylo-
genetischen Stammbäume der Katalasen, Alkohol-Dehydrogenasen und N-Methyltransferasen 
(Anhang Abb. 6-8 und Abb. 6-9) unterteilen sich in zwei Bereiche. Der erste enthält die Pilze 
der Clavicipitaceen und der zweite die Pilze der Arthrodermataceen und Trichocomaceen. Die 
Stammbäume der Prenyltransferasen und FAD-abhängigen Oxidoreduktasen (Anhang 
Abb. 6-10) wiederum ähneln den zuvor genannten, wobei sich die Pilze der Gattung Epichloë 
stärker von den anderen Pilzen der Clavicipitaceen absondern. Ähnliches konnte bei den 
Stammbäumen der old yellow enzymes und Reduktasen (Anhang Abb. 6-11) beobachtet wer-
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den, in denen die Pilze der Trichocomaceen, der Clavicipitaceen und die stärker abgetrennte 
Gattung Epichloë, jeweils eine Gruppe bilden. Bei den old yellow enzymes enthält die Gruppe 
der Epichloën zusätzlich die Pilze der Gattung Metarhizium. 
 
3.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung 
3.2.1 Klonierung und Expression von ftmO aus A. fumigatus 
3.2.1.1 Klonierung und Expression von ftmO in S. cerevisiae 
Das Gen ftmO wurde in einer vorherigen Arbeit von Alexander Grundmann aus genomischer 
DNA von A. fumigatus Af293 (BAC AfB8B11) amplifiziert, in den Klonierungsvektor 
pGEM-T Easy kloniert (pAG029) und sequenziert (Grundmann 2008). Das Plasmid pAG029 
wurde innerhalb dieser Arbeit mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI geschnitten 
(Abb. 3-4, Laufspur 2) und das 2055 bp lange DNA-Fragment in den Expressionsvektor 
pYES2/NT C umkloniert (Laufspur 3), der zuvor mit denselben Restriktionsenzymen ge-
schnitten wurde. 
 
 
Abb. 3-4: 1 %iges Agarosegel zu der Klonierung von pMM005 und die beiden zugehöri-
gen Vektorkarten pAG029 und pMM005. 
 
Das nach der Umklonierung erhaltene Plasmid wurde als pMM005 bezeichnet (Abb. 3-4) und 
mittels Elektroporation in S. cerevisiae INVSc1-Zellen eingebracht. Die Abb. 3-5 zeigt einen 
Expressionstest von ftmO in S. cerevisiae. Es wurde ein theoretisches Molekulargewicht von 
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76 kDa für das Fusionsprotein erwartet. In der Laufspur 5, die das Eluat nach der Aufreini-
gung mittels Ni-NTA-Agarose enthielt, konnte jedoch keine Proteinbande bei 76 kDa erkannt 
werden. Da zeitgleich auch die Expression von ftmO in E. coli (pMM007) getestet wurde und 
diese zu einer deutlichen Überexpression führte, wurden keine weiteren Expressionsversuche 
in S. cerevisiae durchgeführt. 
 
 
Abb. 3-5: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FtmO-His6 (pMM005) in S. cerevisiae. 
Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induktion, 
Spur 3: Proteingrößenstandard, Spur 4: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, 
Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose. 
 
3.2.1.2 Klonierung und Expression von ftmO in E. coli XL1-Blue 
Für die Expression von ftmO in E. coli XL1-Blue, wurde das Plasmid pMM006 (in pGEM-T 
Easy) erstellt (Abb. 3-6). Der Ansatz und die Bedingungen für die PCR mit dem Plasmid 
pAG29 und den Primern ftmO_for und ftmO_rev (Kap. 2.1.4) sind im Kap. 2.3.6 beschrieben. 
Das 2053 bp lange PCR-Produkt bestand aus dem Gen ftmO mit den neu eingefügten Restrik-
tionsschnittstellen NcoI und BamHI für die Klonierung in den Expressionsvektor pQE-60. 
Nach der Überprüfung des Plasmids pMM006 mittels Sequenzierung wurde das 2042 bp 
lange DNA-Fragment über die Restriktionsschnittstellen NcoI und BamHI in den Ex-
pressionsvektor pQE-60 umkloniert, der zuvor mit denselben Restriktionsenzymen geschnit-
ten wurde. Das erhaltene Plasmid wurde als pMM007 bezeichnet. Wie in der Vektorkarte von 
pMM006 (Abb. 3-6) zu erkennen, enthielt das Gen ftmO eine interne NcoI-Schnittstelle und 
musste daher durch partielle Restriktion umkloniert werden (Kap. 2.3.3.1). Die Testrestriktio-
nen in den Laufspuren 3 und 4 in Abb. 3-6 zeigten, dass das komplette DNA-Fragment in den 
Expressionsvektor pQE-60 umkloniert wurde. 
Das Plasmid pMM007 wurde mittels Hitzeschock-Transformation in CaCl2-kompetente 
E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen eingebracht. Die Expressionsbedingungen wurden bis zu einer 
Proteinausbeute von 0,3 mg/l Kultur optimiert (Abb. 3-7, Laufspur 5). Dabei wurden die Zel-
len bei 22 °C bis zu einer OD600 von 0,6 kultiviert und die Expression für 15 h bei 22 °C mit 
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0,1 mM IPTG induziert. Da die Ni-NTA-Agarose-Elution bei Verwendung von 120 µl Ni-
NTA-Agarose in Laufspur 5 noch starke Verunreinigungen enthielt, erfolgte im nächsten 
Schritt eine Optimierung der Bedingungen für die Aufreinigung. 
 
 
Abb. 3-6: 1 %iges Agarosegel zu der Klonierung von pMM007 und die beiden zugehöri-
gen Vektorkarten pMM006 und pMM007. 
 
 
Abb. 3-7: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FtmO-His6 (pMM007) in E. coli. Spur 1: 
Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induktion, Spur 3: Lös-
licher Proteinanteil nach der Zentrifugation, Spur 4 und 6: Proteingrößenstandard, Spur 5: 
Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose mit 20 mM Imidazol im 
Waschpuffer, Spur 7: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose mit 
60 mM Imidazol im Waschpuffer.  
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Die Imidazolkonzentration des Waschpuffers wurde dazu schrittweise von 20 mM Imidazol 
(Standardbedingung) auf 30, 50 und 60 mM Imidazol erhöht. Die Laufspur 7 in Abb. 3-7 
zeigt den Reinigungsgrad bei Verwendung von 60 mM Imidazol im Waschpuffer. Die Erhöh-
ung des Imidazols im Waschpuffer auf 60 mM reduzierte zwar die Menge an Verunreinigun-
gen, es verblieb aber trotzdem eine signifikante Verunreinigung bei ca. 27 kDa. Bei dieser 
Verunreinigung handelt es sich sehr wahrscheinlich um das Histidin-reiche E. coli Protein 
SlyD (Wülfing et al., 1994). Die Proteinausbeute konnte auf 0,2 mg pro Liter Kultur bestimmt 
werden. 
 
3.2.2 Optimierung der Aufreinigung von FtmPT1 aus A. fumigatus 
Für die in Kooperation mit der Universität Tübingen durchgeführten Kristallisationsversuche 
wurde die Aufreinigung von FtmPT1 (pAG012) im Hinblick auf den Reinigungsgrad des auf-
gereinigten Proteins optimiert. Die Kultivierung und Expression erfolgte nach dem von 
Alexander Grundmann beschriebenen Protokoll (Grundmann & Li 2005). Die Kultivierung 
und Expression, sowie die durchgeführten Optimierungen der Aufreinigung von FtmPT1 sind 
in Kap. 2.4.4 beschrieben. Die Abb. 3-8 zeigt die SDS-PAGE der wichtigsten Schritte zur 
Aufreinigung von FtmPT1-His6. Durch eine Reduzierung der verwendeten Menge an Ni-
NTA-Agarose pro Liter Kultur enthielten die Ni-NTA-Agarose-Elutionsfraktionen (Lauf-
spur 2 bis 5) nur noch sehr leichte Verunreinigungen. Um eine mögliche negative Beeinflus-
sung der Kristallisationsversuche durch die geringen Mengen an verbliebenen Verunreinigun-
gen auszuschließen, wurde zusätzlich eine Größenausschlusschromatographie durchgeführt. 
In den Laufspuren 7 bis 8 sind die nach der Größenausschlusschromatographie erhaltenen 
Fraktionen A bis C abgebildet, die für Kristallisationsversuche an die Universität Tübingen 
versendet wurden. 
 
 
Abb. 3-8: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FtmPT1-His6 (pAG012) in E. coli. Spur 1 
und 6: Proteingrößenstandard, Spur 2: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-
NTA-Agarose 1. Fraktion, Spur 3: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-
Agarose 2. Fraktion, Spur 4: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 
3. Fraktion, Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 4. Frak-
tion, Spur 7 bis 9: Reinigungsgrad der 1. Fraktion bis 3. Fraktion nach der Größenausschluss-
chromatographie.  
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Abb. 3-9: Elutionschromatogramm der 
Größenausschlusschromatographie von 
FtmPT1-His6 auf einer HiLoad 16/60 
Superdex 200 Säule. Das Elutionsvolumen 
von FtmPT1-His6 entspricht einem Dimer. 
Die Fraktionen A bis C wurden für die Kris-
tallisationsexperimente verwendet. 
Die Abb. 3-9 zeigt die Bereiche im Elutions-
chromatogramm der Größenausschlusschro-
matographie in denen die drei Fraktionen 
gesammelt wurden. Bevor die gesammelten 
2 ml Einzelfraktionen zu den Fraktionen A 
bis C vereint wurden, erfolgte eine Kontrolle 
mittels SDS-PAGE auf den jeweiligen Rei-
nigungsgrad. Das Elutionschromatogramm 
zeigte zwei Peaks. Der Erste (48 ml) lag sehr 
nahe an dem Ausschlußvolumen von 46,5 ml 
der HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule. Es 
handelt sich bei diesem Peak wahrscheinlich 
um denaturiertes FtmPT1, das daher verwor-
fen wurde. Der zweite Peak (73 ml) ent-
spricht einem Molekulargewicht von 
114 kDa. Das theoretische Molekulargewicht 
von FtmPT1-His6 (pAG012) wurde auf 
54 kDa berechnet. Daher lag das native 
FtmPT1-His6 als Dimer vor. Dieses Ergebnis 
wurde später durch die Kristallstrukturen von FtmPT1 bestätigt. Insgesamt wurden 28 mg 
FtmPT1-His6 aus vier Litern Kultur für die Kristallisationsversuche erhalten. 
 
3.2.3 Klonierung von fgaDH und fgaOx3 aus A. fumigatus 
Für die Amplifikation der putativen Gene fgaDH und fgaOx3 wurde zunächst eine Analyse 
der Intron-Exon-Struktur der Gene von A. fumigatus Af293 mit dem Programm FGENESH 
(http://linux1.softberry.com) durchgeführt. Die Ergebnisse der Analyse wurden mit den Ein-
trägen der Gene in der NCBI-Datenbank verglichen. Die Tab. 3-2 gibt eine Zusammenfassung 
des Vergleichs wieder. Da die Sequenzen der Gene fgaDH und fgaOx3 in beiden Fällen iden-
tisch waren, wurden die Primer fgaDH_for und fgaDH_rev2 bzw. fgaOx3_for und 
fgaOx3_rev2 (Kap. 2.1.4) zur Amplifikation der Gene anhand der Start- und Stoppcodons der 
NCBI-Einträge von A. fumigatus Af293 entwickelt. Für beide Gene wurde jedoch zur Kon-
trolle des NCBI-Stoppcodons ein zusätzlicher Primer entwickelt (fgaDH_rev bzw. 
fgaOx3_rev), der 17 bzw. 23 Nukleotide nach dem NCBI-Stoppcodon an die cDNA bindet. 
Zur Amplifikation der beiden Gene mittels PCR wurde eine cDNA-Bibliothek von 
A. fumigatus B5233 verwendet. Die Ansätze und Bedingungen der jeweiligen PCR sind im 
Kap. 2.3.6 beschrieben. Für das Gen fgaDH konnte sowohl das PCR-Produkt mit den einge-
fügten NcoI- und BamHI-Restriktionsschnittstellen mit den Primern fgaDH_for und 
fgaDH_rev2 (866 bp), als auch das PCR-Produkt für die Kontrolle des Stoppcodons (896 bp) 
mit den Primern fgaDH_for und fgaDH_rev erhalten und in den Klonierungsvektor pGEM-T 
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Abb. 3-10: Vektorkarte von pMM004 
mit fgaOx3_unmutiert. 
Easy kloniert werden. Die PCR mit den     
Primern fgaOx3_for und fgaOx3_rev2, die die 
SphI- bzw. BamHI-Restriktionsschnittstellen 
enthielten ergab kein Produkt. Allerdings 
konnte das 1183 bp lange Produkt für die Kon-
trolle des Stoppcodons mit den Primern 
fgaOx3_for und fgaOx3_rev erhalten und 
ebenfalls in den pGEM-T Easy kloniert     
werden. Das in Abb. 3-10 dargestellte Kon-
strukt erhielt die Bezeichnung pMM004. Da 
im weiteren Verlauf Christiane Wallwey die 
Gene fgaDH und fgaOx3 untersuchte, wurden die Plasmide an sie weitergeben. Christiane 
Wallwey klonierte fgaDH in den Expressionsvektor pQE-60 um und führte die Mutation des 
Stoppcodons für fgaOx3 mit den Primern fgaOx3_for und fgaOx3_rev2 durch. Anschließend 
klonierte sie das Gen in den Expressionsvektor pQE-70 um. Die Expressionsplasmide von 
fgaDH und fgaOx3 bezeichnete Christiane Wallwey als pCW03 bzw. pCW04 (Wallwey et al., 
2010a; Wallwey et al., 2010b). 
 
Tab. 3-2: Vergleich der Intron-Exon-Struktur zwischen dem Eintrag der NCBI-
Datenbank und dem Ergebnis nach FGENESH für die Gene fgaDH und fgaOx3. 
ORF (NCBI-Eintrag) Exon-Bereiche nach 
NCBI AAHF01000001.1 
Exon-Anzahl 
NCBI/FGENESH 
fgaDH (AFUA_2G18000) 
 
2914582-2915170,  
2915238-2915434 
2 (261 AS)/2 (261 AS) 
 
fgaOx3 (AFUA_2G17960) 2907012-2908142 1 (376 AS)/1 (376 AS) 
 
3.2.4 Klonierung und Expression von fgaFS aus A. fumigatus 
Im Falle des Gens fgaFS wurde ebenfalls eine Analyse der Intron-Exon-Struktur mit dem 
Programm FGENESH durchgeführt. Das Ergebnis der Analyse im Vergleich mit dem NCBI-
Eintrag fasst die Tab. 3-3 zusammen. Für fgaFS wurden nach FGENESH zwei zusätzliche 
Exons vorhergesagt, die in einem um 43 Aminosäuren verlängerten C-Terminus resultieren 
(Anhang Abb. 6-12). Da sich beide Proteine nur C-terminal unterschieden, wurden die Primer 
fgaFS_for und fgaFS_rev2 (Kap. 2.1.4) zur Amplifikation des Gens anhand des Start- und 
Stoppcodon des NCBI-Eintrags von A. fumigatus Af293 entwickelt. Es wurde jedoch, zur 
Kontrolle des NCBI-Stoppcodons, ein zusätzlicher Primer fgaFS_rev (Kap. 2.1.4) entwickelt, 
der 20 Nukleotide nach dem NCBI-Stoppcodon an die cDNA bindet. 
Die Ansätze und Bedingungen der PCR für das jeweilige PCR-Produkt sind im Kap. 2.3.6 
aufgelistet. Die PCR-Versuche zur Amplifikation von fgaFS aus der cDNA von A. fumigatus 
Af293 mit den Primern fgaFS_for und fgaFS_rev2 blieben erfolglos. Allerdings konnte das 
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952 bp lange PCR-Produkt zur Kontrolle des Stoppcodons mit den Primern fgaFS_for und 
fgaFS_rev erhalten werden. Dieses DNA-Fragment wurde in den Klonierungsvektor pGEM-T 
Easy kloniert (pMM001). Der Verdau von pMM001 (Abb. 3-11) mit der Restriktionsendo-
nuklease EcoRI ergab ein etwa 1000 bp langes DNA-Fragment (Laufspur 2), weshalb 
pMM001 zur Sequenzierung an die Firma MWG geschickt wurde. 
 
Tab. 3-3: Vergleich der Intron-Exon-Struktur zwischen dem Eintrag der NCBI-
Datenbank und dem Ergebnis nach FGENESH für das Gen fgaFS. 
ORF (NCBI-Eintrag) Exon-Bereiche 
nach NCBI 
AAHF01000001.1 
Exon-Bereiche 
nach FGENESH 
 
Exon-Anzahl 
NCBI/FGENESH 
fgaFS 
(AFUA_2G17970) 
2908930-2909347, 
2909400-2909596, 
2909656-2909913 
2908930-2909347, 
2909400-2909599, 
2909659-2909814, 
2909882-2910011, 
2910069-2910166, 
3 (290 AS)/5 ( 333AS) 
 
Der Sequenzvergleich der Sequenzierungsergebnisse von fgaFS (pMM001) aus A. fumigatus 
B5233 mit dem Referenzstamm A. fumigatus Af293 der NCBI-Datenbank bestätigte die Gen-
Sequenz und die Intron-Exon-Struktur der NCBI-Vorhersage. Es ergaben sich jedoch zwei 
Punktmutationen (Base 18 G zu A und Base 61 G zu C). Die erste Punktmutation hatte keinen 
Effekt auf die Aminosäuresequenz, die zweite bewirkte allerdings einen Aminosäure-
austausch von Asp21 in FgaFS aus A. fumigatus Af293 zu His21 in FgaFS aus A. fumigatus 
B5233. Die Mutation der Base 61 G zu C wurde auch in einem weiteren, sequenzierten Klon 
gefunden. Daher liegt sehr wahrscheinlich kein Sequenzierungsfehler, sondern ein Unter-
schied zwischen den beiden Stämmen vor. 
Das Plasmid pMM001 wurde daher als template für die PCR (Ansatz und Bedingung siehe 
Kap. 2.3.6) zur Mutation des Stoppcodons mit den Primern fgaFS_for und fgaFS_rev2 ver-
wendet. Das 888 bp lange PCR-Produkt wurde in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy klo-
niert und sequenziert. Mit dem erhaltenen Plasmid pMM002 (Abb. 3-11) konnte die Umklo-
nierung des 876 bp langen DNA-Fragments über die Restriktionsenzyme SphI und BamHI in 
den Expressionsvektor pQE-70 erfolgen. Die Umklonierung ergab das Expressionskonstrukt 
pMM003 (Laufspur 4 und 5). Auf Grund einer internen BamHI-Restriktionsschnittstelle bei 
508 bp (Abb. 3-11) erfolgte die Umklonierung durch eine partielle Restriktion (Kap. 2.3.3.1). 
Die beiden Testrestriktionen in Laufspur 4 und 5 zeigten, dass das gesamte DNA-Fragment 
umkloniert wurde. 
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Abb. 3-11: 1 %iges Agarosegel zu der Klonierung von pMM003 und die zugehörigen 
Vektorkarten von pMM001, pMM002 und pMM003. 
 
Es erfolgten Expressionstests nachdem das Plasmid pMM003 mittels Hitzeschock-
Transformation in CaCl2-kompetente E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen eingebracht wurde. Die 
Abb. 3-12 zeigt die SDS-PAGE zu der Bedingung mit der höchsten Proteinausbeute. Hierzu 
wurde die Zellen bei 22 °C in 1 l TB-Medium kultiviert und die Expression bei einer OD600 
von 0,6 mit 0,1 mM IPTG für 15 h bei 22 °C induziert. Bei Verwendung von 120 µl Ni-NTA-
Agarose wurde das in Laufspur 5 zu sehende fast homogene FgaFS-His6 aufgereinigt, von 
dem ca. 0,4 mg aus einem Liter Kultur erhalten wurden. 
 
 
Abb. 3-12: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaFS-His6 (pMM003) in E. coli XL1-
Blue. Spur 1: Proteingrößenstandard, Spur 2: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 3: 
Gesamtprotein nach 15 h Induktion, Spur 4: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, 
Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose.  
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3.2.5 Klonierung und Expression von fgaOx1 aus A. fumigatus 
3.2.5.1 Klonierung und Expression von fgaOx1 in E. coli XL1-Blue 
Auch im Falle des putativen Gens fgaOx1 von A. fumigatus Af293 wurde eine Analyse der 
Intron-Exon-Struktur mit dem Programm FGENESH durchgeführt. Die Ergebnisse der Ana-
lyse und der Vergleich mit dem Eintrag der NCBI-Datenbank fasst die Tab. 3-4 zusammen. 
Für das Gen fgaOx1 wurden die deutlichsten Unterschiede zwischen beiden Vorhersagen er-
halten. Das Gen nach FGENESH enthielt am 3'-Ende ein zusätzliches Exon, wodurch sich 
eine um 274 Aminosäuren längere Proteinsequenz ergab. Ein Sequenzvergleich der beiden 
putativen Proteine ergab Unterschiede im N- und C-terminalen Bereich und einen identischen 
mittleren Bereich (Anhang Abb. 6-13). 
 
Tab. 3-4: Vergleich der Intron-Exon-Struktur zwischen dem Eintrag der NCBI-
Datenbank und dem Ergebnis nach FGENESH für das Gen fgaOx1. 
ORF (NCBI-Eintrag) Exon-Bereiche nach 
NCBI AAHF01000001.1 
Exon-Anzahl 
NCBI/FGENESH 
fgaOx1 (AFUA_2G18050) 2925694-2925767, 
2925815-2925991, 
2926006-2926111, 
2926217-2926726, 
2926796-2927815 
5 (628 AS)/6 (902 AS) 
 
Ähnlich zu den Genen fgaDH, fgaOx3 und fgaFS wurden die Primer fgaOx1_for und 
fgaOx1_rev2 (Kap. 2.1.4) zur Amplifikation des Gens, trotz der Widersprüche zwischen 
NCBI-Eintrag und FGENESH-Vorhersage, zunächst anhand des Start- und Stoppcodons des 
NCBI-Eintrags von A. fumigatus Af293 entwickelt. Es wurde jedoch zur Kontrolle des NCBI-
Stoppcodons auch für das Gen fgaOx1 ein zusätzlicher Primer (fgaOx1_rev) erstellt, der 18 
Nukleotide nach dem NCBI-Stoppcodon an die cDNA bindet. Für die Amplifikation des Gens 
wurde ebenfalls die cDNA-Bibliothek von A. fumigatus B5233 benutzt. Die Ansätze und Be-
dingungen der jeweiligen PCR sind im Kap. 2.3.6 beschrieben. Sowohl für das PCR-Produkt 
mit den Primern fgaOx1_for und fgaOx1_rev2 als auch für den Ansatz mit fgaOx1_for und 
fgaOx1_rev wurden nur PCR-Produkte bei einer Primer-Anlagerungstemperatur unterhalb 
von 49 °C erhalten. Nach der Klonierung beider PCR-Produkte in den Klonierungsvektor 
pGEM-T Easy stellte sich jedoch heraus, dass statt des Gens fgaOx1 unspezifische PCR-
Produkte amplifiziert wurden. Auch eine Wiederholung der PCR führte zu keinem Erfolg. 
Daher wurde eine neue Strategie zur Klonierung des Gens verfolgt. Der erste Teil des Gens 
von Base 1 bis 1022 (entspricht Base 2925694 bis 2926950 in Abb. 6-14 im Anhang), der 
nach dem NCBI-Eintrag vier Introns enthält, wurde über eine chemische Synthese intronfrei 
hergestellt. Es ergab sich ein 1077 bp langes DNA-Fragment, da für eine mögliche spätere 
Verwendung ein N-terminaler Histidin-tag vor das Gen eingefügt wurde. Das DNA-Fragment 
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wurde von der Firma DNA2.0 (Menlo, USA) chemisch synthetisiert, in den Expressions-
vektor pJexpress411 kloniert und als Plasmid geliefert (pMM009) (Abb. 3-13). Der zweite, 
intronfreie Teil des Gens von Base 1023 bis 1887 (entspricht Base 2926951 bis 2927815 in 
Abb. 6-14 im Anhang) wurde aus der cDNA-Bibliothek von A. fumigatus B5233 über eine 
PCR mit den Primern fgaOx1_for2 und fgaOx1_rev2 amplifiziert (PCR-Ansatz und -Beding-
ungen siehe Kap. 2.3.6). Das 887 bp lange PCR-Produkt wurde in den Klonierungsvektor 
pGEM-T Easy kloniert (pMM010) und das 905 bp lange EcoRI-DNA-Fragment mittels Rest-
riktionsverdau nachgewiesen (Laufspur 3). 
 
 
Abb. 3-13: 1 %iges Agarosegel mit Klonierungsschritten zur Erstellung des Plasmids 
pMM012 und die zugehörigen Vektorkarten von pMM009 bis pMM012.  
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Das Plasmid wurde nach der Sequenzierung als pMM010 bezeichnet und anschließend mit 
den Restriktionsenzymen BspMII und BamHI verdaut. Das DNA-Fragment (863 bp) wurde 
über eine Gelextraktion aufgereinigt (Kap. 2.3.4.1) und in das ebenfalls mit BspMII und 
BamHI verdaute Plasmid pMM009 ligiert. Durch die Ligation wurde das Plasmid pMM011 
erhalten (Abb. 3-13), aus dem das vollständige, putative Gen fgaOx1 (1886 bp) über die Rest-
riktionsschnittstellen NcoI und BamHI in den Expressionsvektor pQE-60 umkloniert wurde. 
Dadurch entstand das Expressionsplasmid pMM012 (Abb. 3-13). 
Das Plasmid pMM012 wurde mittels Hitzeschock-Transformation in CaCl2-kompetente 
E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen eingebracht. Die Abb. 3-14 zeigt die SDS-PAGE einer Auf-
reinigung des Proteins nach der Kultivierung bei 37 °C in 1 l TB-Medium bis zu einer OD600 
von 0,6 und Induktion mit 0,1 mM IPTG für 8 h bei 37 °C. Das theoretische Molekular-
gewicht von FgaOx1-His6 wurde mit 71 kDa berechnet. Vergleicht man die Laufspur 1 mit 
den Laufspuren 2 und 4, so konnte keine Bande für FgaOx1-His6 oberhalb der 66 kDa-Bande 
des Proteingrößenstandards beobachtet werden. Die Laufspur 5 enthielt jedoch eine Protein-
bande bei ca. 66 kDa. Zur Beurteilung, ob es sich bei dieser Proteinbande um das Protein 
FgaOx1-His6 handelt, wurde eine Aufreinigung mit dem leeren pQE-60 Vektor in XL1-Blue-
Zellen als Negativkontrolle durchgeführt (Laufspur 6). Der Vergleich zwischen Laufspur 5 
und 6 zeigt, dass die 66 kDa-Bande auch in der Negativkontrolle vorhanden war und daher 
nicht von dem Protein FgaOx1-His6 stammen konnte. 
 
 
Abb. 3-14: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaOx1-His6 (pMM012) in E. coli XL1-
Blue. Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induk-
tion, Spur 3 und 7: Proteingrößenstandard, Spur 4: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifu-
gation, Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose, Spur 6: Rei-
nigungsgrad der Negativkontrolle (E. coli XL1-Blue) nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-
Agarose. 
 
Die Tab. 3-5 listet weitere getestete Expressionsbedingungen von fgaOx1 (pMM012) in 
E. coli XL1-Blue bzw. in E. coli M15 auf. Die Analysen der Elutionsfraktionen mittels SDS-
PAGE zeigten vergleichbare Ergebnisse zu Abb. 3-14. 
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Tab. 3-5: Getestete Expressionsbedingungen von fgaOx1 (pMM012) in E. coli XL1-Blue 
bzw. in E. coli M15 (*). 
 
3.2.5.2 Klonierung und Expression von fgaOx1 in E. coli BL21(DE3) 
Da die Expressionstests mit dem Konstrukt pMM012 zu keiner nachweisbaren Überex-
pression führten, wurde ein weiteres Expressionskonstrukt erstellt, bei dem der Expressions-
vektor pJexpress411 verwendet wurde. Dieser besitzt im Gegensatz zum T5-Promoter des 
Vektors pQE-60 einen T7-Promotor. Das Plasmid pMM011 (Abb. 3-13) enthielt bereits das 
vollständige fgaOx1-Gen im Expressionsvektor pJexpress411 und verfügte zusätzlich über 
einen N-terminalen Histidin-tag. Es fehlte jedoch das Stoppcodon am Ende des Gens, da das 
Plasmid pMM011 für die Klonierung in den Expressionsvektor pQE-60 verwendet wurde. 
Daher wurde das Stoppcodon über ein synthetisiertes, selbstkomplementäres Oligonukleotid 
(fgaOx1_Stopp) hinter die BamHI-Schnittstelle in das Plasmid pMM011 eingefügt. Das 
Oligonukleotid wurde durch Erhitzen und schrittweises Abkühlen in ein doppelsträngiges 
DNA-Fragment mit den beiden BamHI-Überhängen überführt (Abb. 3-15). Durch die Liga-
tion des 18 bp langen Oligonukleotids in das Plasmid pMM011 konnte das Plasmid pMM013 
erhalten werden, in dem das Gen fgaOx1 nun ein Stoppcodon besaß. Das Plasmid pMM013 
konnte über einen Restriktionsverdau mit dem Enzym XhoI auf das Vorhandensein des 
Oligonukleotids überprüft werden (Abb. 3-15). Die XhoI-Schnittstelle existierte nicht in dem 
Plasmid pMM011, jedoch enthielt das Oligonukleotid die entsprechende DNA-Sequenz. Der 
Medium Kultivierung vor 
Induktion 
Induktion Kultivierung nach 
Induktion 
  100 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 37 °C für 1 h bzw. 2 h 
  100 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 37 °C für 5 h 
  100 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 37 °C üN 
  100 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 2 mM IPTG 37 °C üN 
  100 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 0,1 mM IPTG 37 °C üN 
  100 ml LB 22 °C bis OD600 0,6 0,1 mM IPTG 22 °C für 10 h 
  100 ml LB + FMN 37 °C bis OD600 0,6 0,2 mM IPTG 37 °C für 3 h 
  100 ml LB + FAD 37 °C bis OD600 0,6 0,2 mM IPTG 37 °C für 3 h 
1000 ml LB 37 °C bis OD600 0,4 1 mM IPTG 37 °C für 5 h 
1000 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 22 °C üN 
1000 ml LB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG   4 °C üN 
  100 ml TB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 37 °C für 5 h 
  100 ml TB 37 °C bis OD600 0,6 0,1 mM IPTG 37 °C für 4 h 
  100 ml TB 22 °C bis OD600 0,6 0,1 mM IPTG 22 °C für 10 h 
1000 ml TB 37 °C bis OD600 0,6 1 mM IPTG 37 °C üN 
1000 ml TB 37 °C bis OD600 0,6 5 µM IPTG 22 °C üN 
1000 ml TB* 37 °C bis OD600 0,6 0,1 mM IPTG 22 °C üN 
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Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI (Abb. 3-15) zeigte daher nur das 
Fragment mit einer Länge von 1895 bp, wenn das Oligonukleotid in den Vektor ligiert wurde. 
 
 
Abb. 3-15: 1 %iges Agarosegel mit dem Plasmid pMM013 und der zugehörigen Vektor-
karte. Die beiden eingefügten Stoppcodons im dem Oligonukleotid fgaOx1_Stopp wurden 
unterstrichen. 
 
Die Abb. 3-16 zeigt die SDS-PAGE zu der Aufreinigung von pMM013 in E. coli BL21(DE3). 
Die Zellen wurden bei 37 °C in 1 l LB-Medium bis zu einer OD600 von 0,6 kultiviert. An-
schließend erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG für 2 h bei 37 °C. Das theoretische Moleku-
largewicht von His6-FgaOx1 wurde auf 71 kDa berechnet. In den Laufspuren 1, 2 und 4 konn-
te allerdings keine deutliche Überexpression einer Bande von His6-FgaOx1 oberhalb der 
66 kDa-Bande des Proteingrößenstandards beobachtet werden. Die Laufspur 5 nach der Auf-
reinigung mittels Ni-NTA-Agarose zeigte jedoch eine Proteinbande oberhalb der 66 kDa-
Bande des Proteingrößenstandards. Diese Bande wurde jedoch auch mit der Negativkontrolle, 
der Aufreinigung von E. coli BL21(DE3)-Zellen unter den zuvor genannten Expressions-
bedingungen (Laufspur 6), erhalten. 
 
 
Abb. 3-16: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von His6-FgaOx1 (pMM013) in E. coli 
BL21(DE3). Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h 
Induktion, Spur 3 und 7: Proteingrößenstandard, Spur 4: Löslicher Proteinanteil nach der 
Zentrifugation, Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose, 
Spur 6: Reinigungsgrad der Negativkontrolle (E. coli BL21(DE3)) nach der Aufreinigung 
mittels Ni-NTA-Agarose.  
64 3. Ergebnisse 
3.2.5.3 Klonierung und Expression von fgaOx1 in S. cerevisiae 
Da alle vorherigen Expressionstests mit unterschiedlichen Expressionskonstrukten in ver-
schiedenen E. coli-Stämmen zu keinen Ergebnissen führten, wurde als nächster Schritt die 
Expression von fgaOx1 in S. cerevisiae durchgeführt. Die Abb. 3-17 gibt die Klonierungs-
schritte zur Erstellung des Expressionsplasmids pMM016 mit den zugehörigen Vektorkarten 
wieder. 
 
 
Abb. 3-17: 1 %iges Agarosegel mit den Klonierungsschritten zur Erstellung des Plas-
mids pMM016 und die zugehörigen Vektorkarten von pMM014, pMM015 und 
pMM016.  
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Zunächst wurden die Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI für die Klonierung in den 
Expressionsvektor pYES2/NT C mittels PCR (Kap. 2.3.6) in das Gen fgaOx1 eingefügt. Dazu 
wurde das Plasmid pMM009 als template verwendet und fgaOx1_1-958 mit den Primern 
fgaOx1_for3 und fgaOx1_rev3 amplifiziert. Das erhaltene 1049 bp lange PCR-Produkt wurde 
in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy kloniert, wodurch das Plasmid pMM014 entstand 
(Abb. 3-17). Als nächster Schritt wurde über die Restriktionsenzyme Eco72I und XhoI ein 
936 bp DNA-Fragment aus dem Plasmid pMM013 (Abb. 3-15) in das Plasmid pMM014 ein-
kloniert. Dadurch wurde das Plasmid pMM015 erhalten (Abb. 3-17), in dem das vollständige 
fgaOx1-Gen mit Stoppcodon vorhanden war. Über einen Verdau von pMM015 mit der Rest-
riktionsendonuklease EcoRI wurde das fgaOx1-Gen in den Expressionsvektor pYES2/NT C 
umkloniert. Das Expressionskonstrukt (pMM016) (Abb. 3-17) besaß einen N-terminalen 
Histidin-tag. 
Nach der Transformation von chemisch kompetenten S. cerevisiae INVSc-1-Zellen mit dem 
Plasmid pMM016 (Kap. 2.3.7.2) erfolgte ein Expressionstest bei 30 °C in SC-Medium mit der 
Induktion durch 2 % Galaktose für 15 h bei 30 °C (Kap. 2.4.1.2). Die Abb. 3-18 zeigt die 
SDS-PAGE zu der Aufreinigung. Das theoretische Molekulargewicht von His6-FgaOx1 
(pMM016) wurde auf 74 kDa berechnet. Die Laufspuren 2 bis 6 zeigten jedoch keine Protein-
bande in diesem Bereich. 
 
 
Abb. 3-18: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von His6-FgaOx1 (pMM016) in S. cerevisiae. 
Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induktion, 
Spur 3: Proteingrößenstandard, Spur 4: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, 
Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 1. ml, Spur 6: Reini-
gungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 2. ml. 
 
3.2.5.4 Klonierung und Expression von fgaOx1∆1-402 
Da weder die Expression von fgaOx1 in E. coli noch in S. cerevisiae zu einem Erfolg führten, 
wurde ein detaillierter Proteinsequenzvergleich von FgaOx1 aus A. fumigatus mit dem 
orthologen Protein EasE aus C. purpurea P1 durchgeführt. Dieser zeigte, dass FgaOx1 aus 
A. fumigatus N-terminal 135 zusätzliche Aminosäuren enthält. Wie zuvor beschrieben 
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(Kap. 3.2.5.1) konnte das vollständige fgaOx1-Gen (pMM008) nicht aus der cDNA von 
A. fumigatus B5233 amplifiziert werden. Des Weiteren ergab die FGENESH-Analyse von 
fgaOx1 (Kap. 3.2.5.1) Unterschiede im Anfangsbereich des Gens im Vergleich zur NCBI-
Datenbanksequenz. Daher bestand die Möglichkeit, dass die Gensequenz der NCBI-
Datenbank falsch ist. Aus diesem Grund wurde der Primer fgaOx1_for2 entwickelt, mit dem 
die ersten 134 Aminosäuren von FgaOx1 in Analogie zur Proteinsequenz von EasE aus 
C. purpurea deletiert wurden. 
Mit den Primern fgaOx1_for2 und fgaOx1_rev wurde aus dem Plasmid pMM010 ein PCR-
Produkt (1502 bp) des verkürzten fgaOx1-Gens (fgaOx1∆1-402) amplifiziert (Kap. 2.3.6). 
Nach der erfolgreichen Ligation des PCR-Produkts in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy 
(pMM018) (Abb. 3-19) wurde das 1487 lange DNA-Fragment (fgaOx1∆1-402) mit den Rest-
riktionsenzymen NcoI und BamHI in den Expressionsvektor pQE-60 umkloniert. Das Ex-
pressionsplasmid wurde als pMM019 bezeichnet (Abb. 3-19). 
 
 
Abb. 3-19: 1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM018 und pMM019 und die zuge-
hörigen Vektorkarten. 
 
Das Plasmid pMM019 wurde mittels Hitzeschock-Transformation in CaCl2-kompetente 
E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen eingebracht und exprimiert. Die Abb. 3-20 zeigt die SDS-
PAGE zu der Aufreinigung nach der Kultivierung bei 37 °C in 1 l TB-Medium bis zu einer 
OD600 von 0,6 und Induktion mit 0,1 mM IPTG für 15 h bei 22 °C. Das theoretische Moleku-
largewicht von FgaOx1-His6 wurde auf 56 kDa berechnet. Eine Proteinbande zwischen der 
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Abb. 3-21: Vektorkarte des Plasmids 
pMM017 mit fgaOx1_1-1022 aus cDNA. 
66 kDa- und 45 kDa-Bande des Proteingrößenstandards wurde jedoch nicht beobachtet  
(Abb. 3-20, Laufspur 1). 
 
Abb. 3-20: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaOx1∆1-402-His6 (pMM019) in 
E. coli XL1-Blue. Spur 1: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 
1. ml, Spur 2: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 2. ml, Spur 3: 
Proteingrößenstandard. 
 
Zeitgleich mit den Expressionsversuchen von easE aus C. purpurea wurde erneut versucht, 
den ersten Teil von fgaOx1 (fgaOx1_1-1022) aus der cDNA von A. fumigatus B5233 zu amp-
lifizieren, um eine Sequenzbestätigung des 
NCBI-Datenbankeintrags zu erhalten. Die 
Amplifikation war in diesem Fall erfolgreich 
und es wurde ein 1037 bp langes PCR-
Produkt (Kap. 2.3.6) mit den Primern 
fgaOx1_for und fgaOx1_rev4 erhalten, das in 
den Klonierungsvektor pGEM-T Easy klo-
niert wurde (pMM017, Abb. 3-21). Da sich 
die Sequenz der NCBI-Datenbank durch Se-
quenzierung des Plasmids pMM017 bestätig-
te, erfolgten keine weiteren Expressionstests 
mit dem Plasmid pMM019. 
Weiterführende bioinformatische Untersuchungen der Proteinsequenz von FgaOx1 ergaben, 
dass möglicherweise zwei Membrandomänen (Anhang Abb. 6-47) vorhanden sind. Daher 
könnten in nachfolgenden Arbeiten erneute Expressionsversuche von fgaOx1 mit anschlie-
ßender Optimierung der Aufreinigung im Hinblick auf ein Membranprotein durchgeführt 
werden (siehe auch Kap. 4.3). 
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3.2.6 Klonierung und Expression von easE aus C. purpurea 
Da alle Expressionsversuche von fgaOx1 aus A. fumigatus B5233 erfolglos blieben und sich 
die NCBI-Sequenz aus cDNA bestätigen ließ, wurden die Expression des Homologs easE aus 
C. purpurea P1 durchgeführt. Zunächst erfolgte eine Isolierung der mRNA von 
C. purpurea P1, die in cDNA umgeschrieben wurde (Kap. 2.3.1). Anschließend wurde das 
Gen mittels PCR mit den Primern easE_for und easE_rev (Kap. 2.1.4) amplifiziert. Das PCR-
Produkt (1458 bp) wurde in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy ligiert. Das erhaltene 
Plasmid pMM020 (Abb. 3-22) wurde sequenziert, wobei die Sequenz dem NCBI-Eintrag 
AJ011965 von easE aus C. purpurea P1 entsprach. Daher erfolgte die Umklonierung des 
1333 bp langen DNA-Fragments aus pMM020 in den Expressionsvektor pQE-60 über die 
Restriktionsenzyme NcoI und BglII. Die Umklonierung ergab das Plasmid pMM021 
(Abb. 3-22), mit dem die Expression in E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen erfolgte. 
 
 
Abb. 3-22: 1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM020 und pMM021 und die zuge-
hörigen Vektorkarten. 
 
Die Abb. 3-23 zeigt die SDS-PAGE zu der Aufreinigung nach der Kultivierung bei 37 °C in 
1 l TB-Medium bis zu einer OD600 von 0,7 und Induktion mit 0,1 mM IPTG für 15 h bei 
22 °C. Eine zusätzliche Proteinbande im Bereich des theoretischen Molekulargewichts von 
EasE-His6 (53 kDa) konnte jedoch nicht erkannt werden (Abb. 3-23, Laufspur 5). Ein weiterer 
Expressionstest von easE (pMM021) erfolgte in E. coli M15-Zellen. Auch in diesem E. coli-
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Stamm konnte keine Expression detektiert werden. Es erfolgten keine weiteren Expressions-
tests, da während der Genomanalyse der 23 Ascomyceten neue Erkenntnisse über das Gen 
fgaOx1 bzw. easE gewonnen wurden (siehe auch Kap. 4.3). 
 
Abb. 3-23: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von EasE-His6 (pMM021) in E. coli XL1-
Blue. Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induk-
tion, Spur 3: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, Spur 4: Proteingrößenstandard, 
Spur 5: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 1. ml, Spur 6: Reini-
gungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 2. ml. 
 
Die Analyse der Intron-Exon-Struktur und der Vergleich von 20 orthologen fgaOx1-
Gensequenzen mit fgaOx1 von A. fumigatus Af293 und easE von C. purpurea zeigten, dass 
die Gensequenz von easE aus der NCBI-Datenbank sehr wahrscheinlich falsch vorhergesagt 
wird. Die Abb. 6-15 (Anhang) zeigt einen Multi-Proteinsequenzvergleich von FgaOx1 aus 
A. fumigatus Af293 mit EasE aus C. purpurea P1 und der neuen putativen EasE-
Proteinsequenz. Der Vergleich zeigt, dass EasE von C. purpurea P1 nach der NCBI-
Datenbank N-terminal 112 Aminosäuren fehlen. Die neue Proteinsequenz von EasE, die in 
dieser Arbeit vorgeschlagen wurde, besitzt ähnlich wie FgaOx1 einen längeren N-Terminus. 
Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Längen der N-Termini der Orthologen von 
FgaOx1 wird in Kap. 4.3 diskutiert. Ein Beleg für die Richtigkeit der neuen EasE-Sequenz ist 
die Tatsache, dass für alle 22 identifizierten, putativen fgaOx1-Gene eine vergleichbare 
Intron-Exon-Struktur gefunden wurde. Dies zeigt auch der Multi-Proteinsequenzvergleich in 
Abb. 6-3 (Anhang). 
 
3.2.7 Klonierung und Expression von easG und easA aus C. purpurea 
Die Gene easG und easA aus C. purpurea P1 bestanden nach den NCBI-Einträgen AY836771 
bzw. AJ703809 aus drei Exons bzw. einem Exon. Die zugehörigen Proteine EasG und EasA 
wiesen 290 bzw. 369 Aminosäuren auf, wodurch sich ein theoretisches Molekulargewicht von 
32 bzw. 42 kDa ergab. Beide Gene wurden anhand ihrer mRNA-Sequenzen chemisch synthe-
tisiert (MWG). Zuvor wurde eine Codon-Optimierung für die Expression in E. coli durchge-
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führt. Für die spätere Klonierung in den Expressionsvektor pQE-60 wurde bei beiden Genen 
eine NcoI-Restriktionsschnittstelle über das Startcodon eingefügt und das Stoppcodon mit 
Hilfe einer BamHI-Restriktionsschnittstelle mutiert. Das Gen easG (878 bp) wurde von der 
Firma MWG in den Klonierungsvektor pCR2.1 kloniert (pMM043 Abb. 3-24). Die Umklo-
nierung des 872 bp langen DNA-Fragments in den Expressionsvektor pQE-60 resultierte in 
dem Plasmid pMM0044 (Abb. 3-24). EasA hingegen wurde von MWG in den Klonierungs-
vektor pBluescript II SK (+) ligiert (pMM045) (Abb. 3-25). Das über die Restriktionsenzyme 
NcoI und BamHI erhaltene DNA-Fragment (1109 bp) wurde in den Expressionsvektor 
pQE-60 ligiert, so dass das Plasmid pMM046 erhalten wurde (Abb. 3-25). 
 
 
Abb. 3-24: 1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM043 und pMM044 und die zuge-
hörigen Vektorkarten. 
 
Beide Plasmide wurde mittels Hitzeschock-Transformation in CaCl2-kompetente E. coli XL1-
Blue MRF´-Zellen eingebracht. Im Falle des EasG, das in der SDS-PAGE oberhalb der 
30 kDa-Bande des Proteingrößenstandards lief (Abb. 3-26, Laufspur 9), wurden die Expressi-
onsbedingungen bis zu einer Proteinausbeute von 3,4 mg/l Kultur optimiert. Hierzu wurden 
die Zellen bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,6 kultiviert und die Expression für 15 h bei 
26 °C mit 0,1 mM IPTG induziert. 
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Während der Aufreinigung von EasG nach dem Standard-Protokoll (Kap. 2.4.2) wurden 
100 µl Ni-NTA-Agarose pro Liter Kultur verwendet. Der Vergleich zwischen Laufspur 7 und 
8 zeigt, dass trotz der relativ niedrigen Temperatur nach der Induktion ein großer Teil des 
EasG-His6 unlöslich blieb. Für das unterhalb der 45 kDa-Bande des Proteingrößenstandards 
laufende EasA (Abb. 3-26) wurden die Expressionsbedingungen bis zu einer Proteinausbeute 
von 1 mg/l Kultur optimiert. Die Zellen wurden bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,6 kulti-
viert und die Expression für 15 h bei 22 °C mit 0,1 mM IPTG induziert. Während der Auf-
reinigung nach dem Standard-Protokoll wurden 85 µl Ni-NTA-Agarose pro Liter Kultur ver-
wendet. Der Vergleich zwischen Laufspur 2 und 3 (Abb. 3-26) zeigt, dass auch bei dem 
EasA-His6 ein Teil des Proteins unlöslich blieb. 
Die Analyse verschiedener Reaktionsansätze zeigte, dass das aufgereinigte EasA inaktiv war, 
EasG jedoch Aktivität besaß (Kap. 3.6.1). Daher wurde nach der Ursache für die Inaktivität 
von EasA gesucht. Es wurden zunächst andere E. coli-Stämme getestet, z.B. der Stamm M15. 
Außerdem wurden verschiedene pH-Werte der Pufferlösungen für die Aufreinigung mittels 
Ni-NTA-Agarose getestet. Zudem wurde eine Aufreinigung unter Zugabe von PMSF im Ly-
sepuffer durchgeführt, um zu untersuchen, ob der Aktivitätsverlust durch Proteasen hervorge-
rufen wird. Auch eine Zugabe von FMN in den Lysepuffer wurde getestet, da FMN dem 
Ortholog FgaOx3 als Kofaktor dient. Anschließend wurden Aufreinigungen unter Zusatz von 
2-Mercaptoethanol durchgeführt, um die im Protein vorhandenen vier Cysteinreste vor einer 
Oxidation zu schützen. Alle Bemühungen führten jedoch zu keiner messbaren EasA-Aktivität. 
 
 
Abb. 3-25: 1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM045 und pMM046 und die zuge-
hörigen Vektorkarten.  
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Abb. 3-26: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von EasA-His6 (pMM046) (Laufspur 1 bis 
4) und EasG-His6 (pMM044) (Laufspur 6 bis 9) in E. coli XL1-Blue. Spur 1: Expressions-
status vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induktion, Spur 3: Löslicher Pro-
teinanteil nach der Zentrifugation, Spur 4: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-
NTA-Agarose, Spur 5: Proteingrößenstandard, Spur 6: Expressionsstatus vor der Induktion, 
Spur 7: Gesamtprotein nach 15 h Induktion, Spur 8: Löslicher Proteinanteil nach der Zentri-
fugation, Spur 9: Reinigungsgrad nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose. 
 
3.2.8 Klonierung und Expression von fgaFSpc und fgaOx3pc aus P. commune 
Vor der Klonierung der Gene fgaFSpc und fgaOx3pc aus P. commune NRRL2033 musste zu-
nächst eine Analyse der Intron-Exon-Struktur der beiden Gene erfolgen. Die DNA-Sequenz 
des Genclusters stammte aus dem Cosmid 28D7, das in einer vorherigen Arbeit von Inge 
Unsöld erstellt wurde (Unsöld 2006). Für die Zuordnung der Intron-Exon-Struktur wurden 
Multi-Sequenzvergleiche mit den Sequenzen der orthologen Gene aus A. fumigatus und 
C. purpurea durchgeführt. Das gefundene putative fgaFSpc enthielt drei Exons und das puta-
tive fgaOx3pc ein Exon. Auch FgaFS und FgaOx3 bestanden aus drei Exons bzw. einem Exon. 
Die Gensequenzen von fgaFSpc und fgaOx3pc wurden innerhalb dieser Arbeit in der Genbank 
unter den Einträgen JQ085283 und JQ085282 hinterlegt. Die Abb. 6-16 und Abb. 6-17 (An-
hang) zeigen die Multi-Sequenzvergleiche der jeweils drei orthologen Gene, die mit Hilfe des 
Programms ClustalW2 erstellt wurden. In beiden Multi-Sequenzvergleichen wurden die Pro-
teinsequenzen von FgaFSpc und FgaOx3pc verwendet, die durch die Analyse der Intron-Exon-
Struktur erhalten wurden. 
Das Gen fgaFSpc wurde anhand der mRNA-Sequenzen aus der Analyse chemisch synthetisiert 
und in den Klonierungsvektor pCR2.1 ligiert (MWG) (Abb. 3-27). Zuvor wurde bei dem Gen 
jedoch eine Codon-Optimierung für die Expression in E. coli durchgeführt. Außerdem wurde 
für die Klonierung in den Expressionsvektor pQE-60 eine NcoI-Restriktionsschnittstelle über 
das Startcodon eingefügt und das Stoppcodon mit Hilfe einer BamHI-Restriktionsschnittstelle 
mutiert. Die Umklonierung des Gens über diese beiden Restriktionsschnittstellen in den Ex-
pressionsvektor pQE-60 resultierte in dem Expressionskonstrukt pMM048 (Abb. 3-27). 
Später erfolgte die Amplifikation des Gens aus zuvor hergestellter cDNA von P. commune 
NRRL2033. Dabei wurde das PCR-Produkt mit den Primern fgaFSpc_for und fgaFSpc_rev 
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Abb. 3-28: Vektorkarte von pMM051 
mit fgaFSpc aus cDNA. 
(Kap. 2.4.2) amplifiziert und in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy kloniert. Das Konstrukt 
wurde als pMM051 bezeichnet. Die Sequenzierung des Gens in dem Plasmid pMM051 
(Abb. 3-28) bestätigte die Sequenz und die Intron-Exon-Struktur des chemisch synthetisierten 
fgaFSpc (pMM048). 
 
 
Abb. 3-27:1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM047 und pMM048 und die zuge-
hörigen Vektorkarten. 
 
Mit dem Plasmid pMM048 in E. coli XL1-Blue 
MRF´-Zellen erfolgte die Kultivierung bei 22 °C 
bis zu einer OD600 von 0,6 und einer Expression 
für 15 h bei 22 °C mit 0,1 mM IPTG. Bei den 
Aufreinigungen der verschiedenen Expres-
sionsversuche zeigte sich jedoch, dass zwar das 
überproduzierte FgaFSpc-His6 in den Ni-NTA-
Agarose-Elutionsfraktionen enthalten war, die-
ses aber sehr starke Verunreinigungen enthielt. 
Zur Reduzierung der Verunreinigungen wurde 
daher Kobalt-Resin anstelle der Ni-NTA-
Agarose als Material zur Aufreinigung getestet. 
In den Kobalt-Resin-Elutionsfraktionen konnten zwar die Verunreinigungen, die bei Verwen-
dung der Ni-NTA-Agarose beobachtet wurden, entfernt werden, es ergaben sich aber neue 
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Verunreinigungen bei anderen Größen. Daher wurde eine Strategie unter aufeinander folgen-
der Verwendung beider Materialien zur Aufreinigung des Proteins getestet. Die Abb. 3-29 
zeigt die entsprechende SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaFSpc-His6 (theoretisches 
Molekulargewicht: 33 kDa). 
Die Laufspur 4 zeigt, dass die Kobalt-Resin-Elution bei Verwendung von 500 µl Kobalt-
Resin pro Liter Kultur noch starke Verunreinigungen enthielt. Diese wurden durch den zu-
sätzlichen Aufreinigungsschritt mit 50 µl Ni-NTA-Agarose pro Liter Kultur größtenteils ent-
fernt, wodurch die Laufspur 5 fast nur noch das aufgereinigte Protein auf ungefähr der Höhe 
der 30 kDa-Bande des Proteingrößenstandards enthielt. Die umgekehrte Strategie unter Ver-
wendung von Ni-NTA-Agarose im ersten und Kobalt-Resin im zweiten Aufreinigungsschritt 
führte in Bezug auf die Reinheit des Proteins zu einem schlechteren Ergebnis. Bedingt durch 
den zusätzlichen Aufreinigungsschritt wurde eine relativ geringe Proteinausbeute von 50 µg/l 
Kultur erhalten. 
 
 
Abb. 3-29: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaFSpc-His6 (pMM048) in E. coli XL1-
Blue. Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h Induk-
tion, Spur 3: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, Spur 4: Reinigungsgrad nach der 
Aufreinigung über Kobalt-Resin, Spur 5: Reinigungsgrad einer anschließenden Aufreinigung 
mittels Ni-NTA-Agarose, Spur 6: Proteingrößenstandard. 
 
Im Verlaufe der Optimierung der Aufreinigung von FgaFSpc-His6 wurde auch der Einsatz von 
Detergentien zur Verbesserung der Homogenität des Proteins getestet. Dabei wurden den Puf-
fern (Kap. 2.4.2) 20 mM 2-Mercaptoethanol, 0,3 % N-Lauroylsarcosin, 2 % Triton X-100, 
2 % Tween 20, 2 % IGEPAL (frühere Bezeichnung NP-40) bzw. 8 % Ethanol zugesetzt. 
Keinen detektierbaren Effekt hatte die Verwendung von 20 mM 2-Mercaptoethanol, während 
die Zugabe von 8 % Ethanol die Löslichkeit des Proteins verschlechterte. Die Verwendung 
von N-Lauroylsarcosin führte zu relativ sauberem Protein mit einer Ausbeute von 0,5 mg aus 
einem Liter Kultur. Da N-Lauroylsarcosin aber ein anionisches, denaturierendes Detergenz 
ist, war eine Renaturierung des aufgereinigten Proteins erforderlich. Hierbei wurde ein lang-
samer Pufferwechsel über Größenausschlusschromatographie (Kap. 2.4.3) sowie über Ultra-
filtration (Kap. 2.4.3.1) getestet. Das aufgereinigte FgaFSpc-His6 wies jedoch keine 
detektierbare Aktivität auf. Von den drei getesteten, nicht-ionischen Detergentien (2 % Triton 
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X-100, 2 % Tween 20 und 2 % IGEPAL) wurden mit Tween 20 die besten Ergebnisse erzielt. 
Daher wurde dem Lysepuffer nach weiteren Tests 2 % Tween 20 zugesetzt, wodurch wahr-
scheinlich die Löslichkeit des FgaFSpc-His6 verbessert wurde und im Verhältnis insgesamt 
weniger Verunreinigungen in dem aufgereinigten Protein vorhanden waren. Die Aufreinigung 
von FgaFSpc-His6, dessen SDS-PAGE in Abb. 3-29 abgebildet ist, erfolgte bereits unter Ver-
wendung von 2 % Tween 20 im Lysepuffer. 
Da das Gen fgaOx3pc keine Intron-Sequenzen enthielt, erfolgte eine direkte Amplifikation 
mittels PCR aus dem Cosmid 28D7. Hierzu wurden die beiden Primer fgaOx3pc_for und 
fgaOx3pc_rev verwendet (Kap. 2.1.4). Das 1150 bp lange PCR-Produkt wurde in den Klon-
ierungsvektor pGEM-T Easy kloniert, wobei das Plasmid pMM049 entstand (Abb. 3-30). Das 
Gen (1135 bp) wurde anschließend über die Restriktionsschnittstellen SphI und BamHI in den 
Expressionsvektor pQE-70 umkloniert, der zuvor mit denselben Restriktionsenzymen ge-
schnitten wurde. Das erhaltene Plasmid wurde als pMM050 bezeichnet (Abb. 3-30). 
 
 
Abb. 3-30: 1 %iges Agarosegel mit den Plasmiden pMM049 und pMM050 und die zuge-
hörigen Vektorkarten. 
 
Die Abb. 3-31 zeigt die SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaOx3pc-His6 (theoretisches 
Molekulargewicht: 43 kDa) in E. coli XL1-Blue MRF´-Zellen unter den optimierten Bedin-
gungen. Die Zellen wurden bei 22 °C bis zu einer OD600 von 0,6 kultiviert und die Expression 
für 15 h bei 22 °C mit 0,1 mM IPTG induziert. Es wurde wie im Falle von FgaFSpc-His6 
2 % Tween 20 im Lysepuffer verwendet und eine Aufreinigungsstrategie mit Ni-NTA-
Agarose und Kobalt-Resin genutzt, da sich auch für FgaOx3pc-His6 ähnliche Probleme mit der 
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Reinheit des Proteins ergaben. Im Unterschied zur Aufreinigung von FgaFSpc-His6 wurden für 
FgaOx3pc-His6 bessere Ergebnisse unter Verwendung von Ni-NTA-Agarose im ersten und 
Kobalt-Resin im zweiten Aufreinigungsschritt erzielt. Die Laufspur 5 zeigt das aufgereinigte 
Protein unterhalb der 45 kDa-Bande des Proteingrößenstandards. Es wurde bei Zugabe von 
88 µl Ni-NTA-Agarose und 100 µl Kobalt-Resin pro Liter Kultur eine Proteinausbeute von 
50 µg/l Kultur erhalten. 
 
Abb. 3-31: SDS-PAGE zu der Aufreinigung von FgaOx3pc-His6 (pMM050) in E. coli 
XL1-Blue. Spur 1: Expressionsstatus vor der Induktion, Spur 2: Gesamtprotein nach 15 h 
Induktion, Spur 3: Löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation, Spur 4: Reinigungsgrad 
nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose, Spur 5: Reinigungsgrad einer anschließen-
den Aufreinigung über Kobalt-Resin, Spur 6: Proteingrößenstandard. 
 
3.3 Versuche zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von FtmO aus 
dem Biosynthesegencluster der Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ 
Ein durchgeführter Proteinsequenzvergleich von FtmO mit der NCBI-Datenbank ergab 
Homologien zu F-Box-Domänen und Ankyrin repeat Proteinen. In beiden Fällen ist bekannt, 
dass die Proteine Protein-Protein-Interaktionen vermitteln. Weitere Homologien zu anderen 
Proteinen mit bekannten Funktionen wurden nicht erhalten. Zunächst wurde vermutet, dass es 
sich bei dem Gen ftmO um eine Prenyltransferase handelt, die keine Homologien zu anderen 
Prenyltransferasen aufweist. Dabei wurde postuliert, dass FtmO Verruculogen zu Fumi-
tremorgin A umsetzt (Kap. 1.6 Abb. 1-12). Daher wurden Reaktionsansätze mit 0,5 mM bzw. 
1 mM Verruculogen unter Zugabe von 1 mM bzw. 2 mM DMAPP und 2,5 µg, 5 µg bzw. 
10 µg FtmO inkubiert. Es wurden zudem jeweils 5 mM der Salze CaCl2, CoCl2, CuCl2, 
FeSO4, MgCl2, MnCl2, NiSO2 und ZnSO4 als mögliche Kofaktoren für FtmO getestet. Die 
Analyse der Reaktionsansätze erfolgte mittels HPLC. Es konnte jedoch keine Produktbildung 
detektiert werden. 
Es wurde zudem untersucht, ob FtmO an der Reaktion von 12,13-Dihydroxyfumitremorgin C 
zu Fumitremorgin B bzw. im folgenden Schritt, d.h. von Fumitremorgin B zu Verruculogen, 
beteiligt ist. Es war bekannt, dass die Reaktion von 12,13-Dihydroxyfumitremorgin C zu 
Fumitremorgin B durch die Prenyltransferase FtmPT2 katalysiert wird (Grundmann et al., 
2008). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass FtmOx1 unter Zugabe von Fe2+ und α-Keto-
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glutarat die Umsetzung von Fumitremorgin B zu Verruculogen katalysiert (Steffan et al., 
2009). Es wurde jedoch nur ein Gesamtumsatz von ca. 10 % erreicht. Daher sollte untersucht 
werden, ob die Anwesenheit von FtmO möglicherweise zu einem höheren Umsatz führt. 
Für die Reaktionsansätze dienten 2 mM 12,13-Dihydroxyfumitremorgin C als Substrat. Es 
wurde sowohl eine Tandem-Inkubation als auch eine Ko-Inkubation der Enzyme FtmPT2, 
FtmOx1 und FtmO getestet. Für die Tandem-Inkubation wurde zunächst für 90 min mit 5 µg 
FtmPT2, 2 mM DMAPP und 5 mM CaCl2 inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 
5 µg FtmOx1 (pAG025), 5 µg FtmO (pMM005 und pMM007), 1 mM α-Ketoglutarat, 1 mM 
FeCl2 und 1 mM Ascorbinsäure. Zum direkten Vergleich wurden immer identische Reak-
tionsansätze mit bzw. ohne FtmO inkubiert. Bei den Ko-Inkubationen wurden alle beschrie-
benen Proteine und Substanzen direkt zusammengegeben und inkubiert. Alle Ansätze wurden 
mittels HPLC analysiert. Die Ergebnisse von Dr. Steffan konnten reproduziert werden, d.h. es 
entstand ca. 10 % Verruculogen. Die Vergleiche der jeweiligen Ansätze mit und ohne FtmO 
zeigten identische HPLC-Chromatogramme, so dass in keinem Fall eine Erhöhung des Um-
satzes durch FtmO detektiert werden konnte. Auch über die Aktivität bzw. Inaktivität von 
FtmO kann dadurch keine Aussage getroffen werden. 
Da ein Proteinsequenzvergleich von FtmO mit der NCBI-Datenbank Homologien zu Ankyrin 
repeat Proteinen ergab, wurde eine detaillierte Analyse der Proteinsequenz von FtmO durch-
geführt. Bei der Analyse wurde speziell nach dem Sequenzmotiv der Ankyrin repeats, das 
nach Rubtsov & Lopina aus „GXTPLHXAAXXGHXXXV/AXXLLXXGAXXN/DXXXX“ 
besteht, in der Primärsequenz von FtmO gesucht (Rubtsov & Lopina 2000). Die Abb. 6-18 
(Anhang) zeigt die Primärsequenz von FtmO mit den 17 identifizierten Ankyrin repeats. Die 
Analyse zeigte, dass N-terminal 84 und C-terminal 43 Aminosäuren keine Ankyrin repeats 
enthielten. Es wurde eine Sekundärstruktur-Vorhersage mit Hilfe des Programms APSSP 
(http://imtech.res.in/raghava/apssp/) für das Protein FtmO durchgeführt, welche in Abb. 6-19 
(Anhang) dargestellt ist. Aus der Sekundärstruktur-Vorhersage ist ersichtlich, dass der erste 
Ankyrin repeat bei Tyr86 und der letzte mit Gln661 endet. Bei Val471 wurde die Abfolge der 
Ankyrin repeats, bestehend aus zwei aufeinanderfolgenden α-Helixes denen jeweils ein 
β-hairpin loop folgt, unterbrochen. Für den restlichen N- und C-Terminus wurde keine 
Sekundärstruktur-Vorhersage erhalten. FtmO könnte demnach wie andere Ankyrin repeat 
Proteine für die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich sein. 
 
3.4 Versuche zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von FgaOx1 
Vor den Versuchen zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von FgaOx1 bzw. EasE 
wurden Homologievergleiche von FgaOx1 aus A. fumigatus bzw. EasE aus C. purpurea mit 
der NCBI-Datenbank mit Hilfe des Programms „BLAST 2 SEQUENCES“ durchgeführt. Es 
ergaben sich dabei Homologien zu FAD-bindenden Oxidoreduktasen und auch zu 
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FAD/FMN-enthaltenden Isoamylalkoholoxidasen. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden den 
Reaktionsansätzen die Kofaktoren FAD und FMN zugegeben. 
Obwohl in keiner SDS-PAGE eine Überexpression von fgaOx1 (pMM012, pMM013, 
pMM016 und pMM019) bzw. easE (pMM021) detektiert wurde (Kap. 3.2.5 und Kap. 3.2.6), 
erfolgten mit allen umgepufferten Elutionsfraktionen Inkubationen zur Untersuchung der en-
zymatischen Aktivität. Es bestand die Möglichkeit, dass die Mengen an heterologem Protein 
in den Elutionsfraktionen unterhalb der Nachweisgrenze der Coomassie-Färbung lagen. 
Mittels HPLC könnte jedoch vorhandene, enzymatische Aktivität nachgewiesen werden. 
Es wurden zum Einen Tandem-Inkubationen durchgeführt und zum Anderen erfolgten Inku-
bationen mit DMA-L-Abrin, welches zuvor mittels HPLC isoliert wurde. Für die Tandem-
Inkubationen wurde 1 mM L-Abrin durch Zugabe von 5 µg FgaPT2, 2 mM DMAPP und 
5 mM CaCl2 zu DMA-L-Abrin umgesetzt. Das DMA-L-Abrin wurde mit den umgepufferten 
Elutionsfraktionen inkubiert und zusätzlich 4 µg bzw. 1µg Katalase sowie die Kofaktoren 
FAD, FMN, NAD+, NADP+, NADH und NADPH zugegeben. Es wurde sowohl jeder Kofak-
tor einzeln, als auch Kombinationen der Kofaktoren getestet. Da zu dem damaligen Zeitpunkt 
auch eine mögliche Beteiligung von FgaOx3 (pCW04) und FgaFS (pMM003) an der Reak-
tion nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden auch diese Proteine in verschiedenen Reak-
tionsansätzen ko-inkubiert. Alle Ansätze wurden mittels HPLC analysiert. Es konnte jedoch 
in keinem Fall eine Aktivität von FgaOx1 bzw. EasE detektiert werden. 
 
3.5 Versuche zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von FgaFS 
Auch im Falle von FgaFS wurden Sequenzvergleiche mit der NCBI-Datenbank durchgeführt. 
Als Ergebnis wurden Homologien von FgaFS mit Nukleosiddiphosphat-Zuckerepimerasen 
erhalten. Diese zählen zu den Isomerasen. Daher wurde postuliert, dass FgaFS möglicherwei-
se bei der Isomerisierung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin beteiligt ist (Kap. 1.5 
Abb. 1-10). 
Während der Untersuchungen zur enzymatischen Aktivität von FgaFS (pMM003) konnte 
Christiane Wallwey mit dem in dieser Arbeit aus cDNA von A. fumigatus B5233 amplifizier-
tem Gen fgaDH (Kap. 3.2.3) zeigen, dass FgaDH die Umsetzung von Chanoclavin-I zu 
Chanoclavin-I-Aldehyd katalysiert (Abb. 3-32) (Wallwey et al., 2010a). Hierzu benötigt das 
Enzym den Kofaktor NAD+. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse wurden daher zur 
Auffindung der enzymatischen Funktion von FgaFS die Substrate DMA-L-Abrin und Chano-
clavin-I-Aldehyd getestet. Das Chanoclavin-I-Aldehyd wurde dabei aus Chanoclavin-I enzy-
matisch mit FgaDH (pCW03) in Gegenwart von NAD+ hergestellt und sowohl für Tandem- 
als auch für Ko-Inkubationen verwendet. Bei den Tandem- bzw. Ko-Inkubationsansätzen 
wurden das aufgereinigte FgaFS und verschiedene Kombinationen an Kofaktoren zugegeben. 
Dabei wurden jeweils 5 mM der Salze CaCl2, CoCl2, MgCl2 und MnCl2 sowie die Kofaktoren 
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FAD, FMN, NADP+, NADH und NADPH und deren Kombinationen getestet. Bei all diesen 
Ansätzen konnte jedoch keine Produktbildung mittels HPLC beobachtet werden. 
Erst die Ko-Inkubation von FgaOx3 (pCW04) und FgaFS (pMM003) in Gegenwart von FMN 
und NADH, die von Christiane Wallwey durchgeführt wurde (Wallwey et al., 2010b), zeigte 
den Umsatz von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin (Abb. 3-32). 
 
 
Abb. 3-32: Biosyntheseweg von Chanoclavin-I über Chanoclavin-I-Aldehyd nach Festu-
clavin in A. fumigatus. Modifiziert nach (Wallwey et al., 2010b). 6a und 6b: Zwei Isomer-
Strukturen des Nebenprodukts. I-1 bis I-3 sind Intermediate. 
 
Es zeigte sich weiterhin, dass die Reaktion nur in Anwesenheit beider Enzyme stattfand. 
Wenn Chanoclavin-I-Aldehyd nur in Gegenwart von FgaOx3, NADH und FMN inkubiert 
wurde, konnte die Entstehung zweier Isomere von N-Methyl-N-[(5R,10R)-10-(2-oxo-propyl)-
2,4,5,10-tetrahydrobenzo[cd]-indol-5-yl]formamid beobachtet werden (Wallwey et al., 2010b; 
Xie et al., 2011) (Abb. 3-32 6a und 6b). Die Isomere wurden von FgaFS nicht als Substrat 
akzeptiert (Abb. 3-32) und bisher in der Literatur auch nicht aus Kulturextrakten iso-
liert. Daher scheint es sich bei den zwei Isomeren um in vitro Nebenprodukte zu handeln 
(Wallwey et al., 2010b; Xie et al., 2011). 
 
3.6 EasG katalysiert in Gegenwart von reduziertem Glutathion (GSH) die 
Umsetzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin 
3.6.1 Untersuchungen der enzymatischen Aktivität von EasG und EasA 
Nachdem die beiden Enzyme EasA (pMM046) und EasG (pMM044) aufgereinigt vorlagen 
(Kap. 3.2.7), wurden unter Berücksichtigung der zuvor beschriebenen Ergebnisse mit FgaDH, 
FgaOx3 und FgaFS Enzyminkubationen mit EasA und EasG durchgeführt (Kap. 3.5). Dabei 
wurde in Analogie zu den Ergebnissen von FgaOx3 und FgaFS postuliert, dass EasA und 
EasG in Gegenwart der Kofaktoren FMN und NADH die Reaktion von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Agroclavin katalysieren. Zunächst wurde Chanoclavin-I als Substrat eingesetzt 
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und dieses mit FgaDH (pCW03) und NAD+ zu Chanoclavin-I-Aldehyd umgesetzt. Die 
Proteine EasA und EasG wurden mit den Kofaktoren NADH und FMN ko-inkubiert. Zudem 
wurden weitere Kofaktoren, beispielsweise NADPH und FAD, getestet. Die Auswertung der 
Reaktionsansätze erfolgte mittels HPLC, wobei jedoch kein Peak mit der Retentionszeit von 
Agroclavin beobachtet wurde. Daher wurden erneute Inkubationen mit zuvor isoliertem 
Chanoclavin-I-Aldehyd (Kap. 2.4.7.2 und 2.5.1) durchgeführt. Es konnte ebenfalls keine Pro-
duktbildung beobachtet werden (Abb. 3-33 B und C). 
 
 
Abb. 3-33: HPLC-Chromatogramme von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I-
Aldehyd nach Inkubation mit den Enzymen EasA und EasG. Die Reaktionsansätze 
(100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren FMN, NADH, NADPH, 1 mM Chanoclavin-I-
Aldehyd und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die 
Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 2: Chanoclavin-I-Aldehyd; 3: Agroclavin 
 
Aus Inkubationen, in denen die orthologen Proteine von A. fumigatus mit denen von 
C. purpurea kombiniert wurden (EasA mit FgaFS bzw. FgaOx3 mit EasG) (Kap. 3.7), zeigte 
sich, dass EasA aus C. purpurea (pMM046) inaktiv war, EasG aus C. purpurea (pMM044) 
jedoch Aktivität aufwies. Daher wurde nach einer Ursache für die Inaktivität von EasA ge-
sucht. Es wurden andere E. coli-Expressionsstämme, verschiedene pH-Werte der Puffer-
lösungen, die Zugabe von PMSF bzw. FMN in den Lysepuffer und der Zusatz von 
2-Mercaptoethanol getestet. Eine ausführliche Beschreibung der getesteten Bedingungen 
wurde bereits im Kap. 3.2.7 beschrieben. Bei Verwendung des Reduktionsmittels 
2-Mercaptoethanol in den Puffern zur Aufreinigung von EasA wurden bei den Reaktions-
ansätzen von EasA mit EasG und den Kofaktoren NADPH und FMN Aktivität nachgewiesen. 
Weitere Reaktionsansätze mit dem EasA, welches zuvor durch Hitze denaturiert wurde, zeig-
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ten jedoch keine Reduzierung der Aktivität. Daher wurde das EasA in einer weiteren Analyse 
durch Zugabe eines Puffers, welcher 2-Mercaptoethanol enthielt, ersetzt (Abb. 3-34 B). Das 
Chanoclavin-I-Aldehyd wurde dabei nach der Inkubation vollständig zu der neuen Substanz 
(3) umgesetzt, deren Retentionszeit der des Agroclavin-Standards ähnelt. In Abb. 3-34 C 
wurde das 2-Mercaptoethanol durch GSH ersetzt, das ein in lebenden Zellen vorzufindendes 
Reduktionsmittel darstellt. In diesem Reaktionsansatz wurde eine relative Produktentstehung 
von 54 % erreicht.  
 
 
Abb. 3-34: HPLC-Chromatogramme von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I-
Aldehyd nach Inkubation mit den Enzymen EasA und EasG. Die Reaktionsansätze 
(100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren FMN, NADH, NADPH, 1 mM GSH, 1 mM Chano-
clavin-I-Aldehyd und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inku-
biert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. * Durch Hitze inaktiviertes EasG. 
2: Chanoclavin-I-Aldehyd; 3: Agroclavin 
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Ohne den Kofaktor NADPH wurde eine relative Produktentstehung von ca. 4 % detektiert 
(Abb. 3-34 D). Diese geringe Produktbildung könnte durch NADPH, das von EasG während 
der Aufreinigung aus E. coli gebunden wurde, hervorgerufen worden sein. Dennoch erklärt 
der geringe Produktpeak nicht die detektierte Abnahme des Substrat-Peaks. Diese Diskrepanz, 
die auch in dem Chromatogramm in Abb. 3-34 F zu sehen ist, deutet auf eine chemische 
Reaktion von Chanoclavin-I-Aldehyd mit GSH hin (Kap. 3.6.4). Ohne GSH im Reaktions-
ansatz (Abb. 3-34 E) wurde keine Aktivität beobachtet. Ebenso wurde keine Produktent-
stehung beobachtet, wenn EasG zuvor durch Hitze denaturiert wurde (Abb. 3-34 F). Das 
Ersetzen von NADPH durch NADH in Abb. 3-34 G verminderte den relativen Gesamtumsatz 
auf 43 %. Die Abb. 3-34 H mit L-Ascorbinsäure statt GSH zeigt, dass nicht jedes Reduk-
tionsmittel für die Reaktion verwendet werden kann. Die Abb. 3-34 zeigt, dass statt des EasG 
auch das orthologe Protein FgaFS aus A. fumigatus die Reaktion katalysieren kann. 
 
3.6.2 Strukturaufklärung von Agroclavin 
Zur Strukturaufklärung mittels NMR- und MS-Analysen wurden 1,5 mg des enzymatischen 
Produkts (3) aus Abb. 3-34 C nach Inkubation von Chanoclavin-I mit NADPH, GSH, FgaDH 
und EasG (Kap. 2.4.7.3) präparativ mittels HPLC isoliert. Die Authentizität des Agroclavin-
Standards wurde durch die Aufnahme eines 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektrums des 
Standards als freie Base in CDCl3 bestätigt. Die Zuordnung der 
1H-NMR- und 13C-NMR-
Signale wurde durch die DQF-COSY-, HSQC-, HMBC- und ROESY-Spektren unterstützt 
(Anhang Abb. 6-23 bis Abb. 6-30). Die Tab. 6-1 (Anhang) fasst die ermittelten NMR-Daten 
des Agroclavin-Standards in deprotonierter Form zusammen. Zusätzlich wurde ein Vergleich 
mit den Literaturdaten von Flieger et al. (1991) und Ninomiya et al. (1991) aufgelistet. 
Da ein authentischer Agroclavin-Standard vorhanden war, konnte das 1H-NMR-Spektrum der 
isolierten Substanz mit diesem verglichen werden. Weil die isolierte Substanz in protonierter 
Form vorlag, wurde der authentische Agroclavin-Standard für den direkten Vergleich mit 
Acetonitril und 0,5 % Trifluoressigsäure behandelt und ein 1H-NMR-Spektrum aufge-
nommen. Beide Spektren wurden in CD3OD aufgenommen. Die Abb. 6-22 (Anhang) zeigt, 
dass beide 1H-NMR-Spektren sich sehr ähneln. Die Tab. 3-6 fasst die 1H-NMR-Signale der 
beiden Spektren zusammen. Somit wurde das enzymatische Produkt als Agroclavin identifi-
ziert. Dieses Ergebnis wurde zudem durch eine ESI-MS-Analyse, in der ein [M+1]+-Ion bei 
m/z = 238,8 detektiert wurde (Anhang Abb. 6-33), bestätigt. Der theoretische m/z Wert wurde 
als 239,2 berechneten. 
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Tab. 3-6: 1H-NMR-Daten des isolierten Agroclavins mit dem Agroclavin-Standard, je-
weils in protonierter Form in CD3OD aufgenommen. 
Agroclavin-isoliert Agroclavin-Standard 
Position δH, multi., J in Hz Position δH, multi., J in Hz 
2 7,09, s 2 7,07, s 
3 - 3 - 
4α 3,72, dd, 14, 3,5 4α 3,68, dd, 14, 4 
4β 3,06, d, 12,5 4β 3,05, d, 14,5 
5β 3,51, m 5β 3,46, m 
7α 3,98, d, 16,5 7α 3,97, d, 16 
7β 3,87, d, 15,5 7β 3,82, d, 16,5 
8 - 8 - 
9 6,49, s 9 6,47, s 
10α 4,11, d, 10 10α 4,11, d, 9,5 
11 - 11 - 
12 7,05, d, 7 12 7,04, d, 7,5 
13 7,16, t, 15,5, 7,8 13 7,16, t, 15,5, 7,8 
14 7,25, d, 8 14 7,25, d, 8 
15 - 15 - 
16 - 16 - 
17 1,93, s 17 1,92, s 
18 3,15, s 18 3,13, s 
 
3.6.3 Bestimmung des Molekulargewichts von EasG-His6 
Die Bestimmung des Molekulargewichts von EasG-His6 erfolgte mittels Größenausschluss-
chromatographie über die HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule. Diese wurde zuvor mit ver-
schiedenen Standardproteinen kalibriert (Kap. 2.4.3). Das Elutionsvolumen von EasG-His6 
betrug 88 ml. Das entspricht einem Molekulargewicht von 33 kDa. Das theoretische Moleku-
largewicht von EasG-His6 wurde mit 32 kDa berechnet. Das Protein lag somit als Monomer 
vor. 
 
3.6.4 Nicht-enzymatische Reaktion von GSH mit Chanoclavin-I-Aldehyd 
Wie in Kap. 3.6.1 beschrieben, zeigte sich bei der Inkubation von Chanoclavin-I-Aldehyd mit 
GSH und EasG eine Abnahme des Substrat-Peaks, welches nicht im Verhältnis mit der beo-
bachteten Produktentstehung stand (Abb. 3-34 D). Es wurden daher Inkubationen zur Kon-
zentrationsabhängigkeit und Zeitabhängigkeit der Reaktion von Chanoclavin-I-Aldehyd mit 
GSH durchgeführt (Abb. 3-35). In Abb. 3-35 A ist eine Abnahme der Chanoclavin-I-Aldehyd 
Menge um 22, 60 bzw. 80 % unter Zugabe von 1, 3 bzw. 5 mM GSH nach 80 min Inkubation 
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bei 30 °C zu erkennen. Bei Verwendung von 5 mM GSH verringerte sich die Menge des 
Chanoclavin-I-Aldehyds bereits nach 15 min Inkubation bei 30 °C um 40 %. 
 
 
Abb. 3-35: A: Abhängigkeit der Abnahme von Chanoclavin-I-Aldehyd von der GSH 
Konzentration. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 1 mM Chanoclavin-I-Aldehyd und 
verschiedene Konzentrationen an GSH. Die Reaktionsansätze wurden 80 min bei 30 °C inku-
biert. B: Abhängigkeit der Abnahme von Chanoclavin-I-Aldehyd von der Reaktionszeit mit 
GSH. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 1 mM Chanoclavin-I-Aldehyd und 
5 mM GSH und wurden unterschiedlich lange inkubiert. 
 
Auch nach detaillierter Analyse der HPLC-Chromatogramme konnte kein Produkt-Peak eines 
Chanoclavin-I-Aldehyd-GSH Intermediats identifiziert werden. Daher ist in Abb. 3-35 nur die 
Abnahme des Chanoclavin-I-Aldehyds dargestellt. In den jeweiligen Reaktionsansätzen zeigte 
sich jedoch ein schwarzes Präzipitat. Versuche dieses Präzipitat in einem Lösungsmittel, da-
runter Aceton, Methanol und DMSO, für eine NMR- oder MS-Analyse zu lösen schlugen 
fehl. Auch eine Protonierung bzw. Deprotonierung führte zu keiner Verbesserung der Lös-
lichkeit. Daher wurden weitere Inkubationen von Chanoclavin-I-Aldehyd mit GSH und zu-
sätzlich mit den Thiolen 2-Mercaptoethanol und DTT durchgeführt (Abb. 3-36). Unter der 
Bedingung A, in der nur Chanoclavin-I-Aldehyd und das jeweilige Thiol inkubiert wurden, 
konnte bei Verwendung von 2-Mercaptoethanol ein zusätzlicher Peak bei 6,7 min und unter 
Verwendung von DTT ein zusätzlicher Peak bei 8,1 min detektiert werden. Beide Peaks wur-
den auch unter Bedingung B, d.h. mit Zusatz von NADPH, und ebenfalls unter Bedingung C, 
bei der NADPH und EasG mit inkubiert wurden, beobachtet. 
Da der zusätzliche Peak die größte Fläche bei der Verwendung von DTT aufwies, wurde für 
die Isolierung der Substanz ein 30 ml Reaktionsansatz mit Zusatz von DTT verwendet. Für 
die Isolierung über die semi-präparative Säule wurde entsprechend mehr Reaktionsprodukt 
injiziert, wodurch ein weiterer Peak bei 6,5 min detektiert wurde (Abb. 3-36, A Vergröß-
erung). Beide Peaks wurden isoliert und mittels ESI-MS analysiert. 
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Abb. 3-36: Entstehung eines nicht-enzymatischen Produkts von Chanoclavin-I-Aldehyd 
mit unterschiedlichen Thiolen. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 1 mM Chano-
clavin-I-Aldehyd und 1 mM des jeweiligen Thiols unter den Bedingungen: A) ohne weiteren 
Zusatz, B) 1.5 mM NADPH und C) 1.5 mM NADPH und 2.5 µg EasG. Die Reaktionsansätze 
wurden 16 h bei 30 °C inkubiert und über die semi-präparative Säule analysiert. 2: Chano-
clavin-I-Aldehyd; 3: Agroclavin 
 
Die ESI-MS-Analyse des Peaks mit der Retentionszeit 8,1 min ergab jedoch kein auswert-
bares Ergebnis. Es konnte zudem nach Inkubation dieser isolierten Substanz mit der Reten-
tionszeit 8,1 min mit NADPH und EasG keine Produktentstehung von Agroclavin beobachtet 
werden (Abb. 3-37 B). Für den Peak mit der Retentionszeit von 6,5 min wurde ein [M+1]+-
Ion mit m/z = 409,1 gemessen (Anhang Abb. 6-34), welches einem Chanoclavin-I-Aldehyd-
DTT Intermediat mit einer theoretischen Masse von m/z = 408,2 g/mol entspricht (Kap. 4.4 
Abb. 4-1). Eine Aufklärung der Struktur des Intermediats mittels NMR konnte auf Grund der 
geringen Menge an Substanz nicht durchgeführt werden. Zudem zeigte sich, dass sich die 
Substanz mit der Retentionszeit 6,5 min durch eine Lagerung bei Raumtemperatur zu der 
Substanz mit der Retentionszeit von 8,1 min umwandelte (Abb. 3-37 C). Die direkte Inkuba-
tion der isolierten Substanz mit NADPH und EasG resultierte zudem in einem Peak mit der 
Retentionszeit von Agroclavin (Abb. 3-37 D), wodurch das Vorhandensein des Chanoclavin-
I-Aldehyd-DTT Intermediats bestätigt wurde. 
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Abb. 3-37: HPLC-Chromatogramme der isolierten Chanoclavin-I-Aldehyd-DTT Inter-
mediat nach der Inkubation ohne und mit EasG. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 
die isolierten Chanoclavin-I-Aldehyd-DTT Intermediat, 1.5 mM NADPH und 2.5 µg EasG. 
Die Reaktionsansätze wurden 5 h bei 30 °C inkubiert. 3: Agroclavin (Rt = Retentionszeit) 
 
3.6.5 Abhängigkeit der EasG-Reaktion von der Proteinkonzentration und der Zeit 
Die Abb. 3-38 zeigt die Abhängigkeit der Produktentstehung der EasG-Reaktion von der Pro-
teinmenge. In Gegenwart von 1 mM GSH zeigt die Produktentstehung eine lineare Abhängig-
keit bis 0,1 µg EasG. Die Abhängigkeit der Produktentstehung der EasG-Reaktion von der 
Inkubationszeit bei Verwendung von 1 mM GSH und 0,1 µg EasG ist in Abb. 3-39 darge-
stellt. Es wurde eine lineare Abhängigkeit bis zu einer Inkubationszeit von 10 min ermittelt. 
 
 
Abb. 3-38: Abhängigkeit der Produktentstehung der EasG-Reaktion von der Protein-
menge. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 1,5 mM NADPH, 1 mM GSH, 1 mM 
Chanoclavin-I-Aldehyd und verschiedene Mengen an EasG. Die Ansätze wurden bei 30 °C 
für 15 h inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 2: Chanoclavin-I-Aldehyd; 
3: Agroclavin  
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Abb. 3-39: Abhängigkeit der Produktentstehung der EasG-Reaktion von der Inkubati-
onszeit. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 1,5 mM NADPH, 1 mM GSH, 1 mM 
Chanoclavin-I-Aldehyd und 0,1 µg (3 µM) an EasG. Die Ansätze wurden bei 30 °C für ver-
schiedene Zeiten inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 2: Chanoclavin-I-
Aldehyd; 3: Agroclavin 
 
3.6.6 Enzymatische Aktivität von EasG in Anwesenheit von FgaOx3 
Da bekannt war, dass in A. fumigatus die Enzyme FgaOx3 und FgaFS zusammen die Um-
setzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin katalysieren, sollte untersucht werden, 
warum die orthologen Proteine EasA und EasG aus C. purpurea nicht wie erwartet die Um-
setzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin katalysieren. Stattdessen wurde in 
Kap. 3.6.1 gezeigt, dass die Bildung von Agroclavin mit EasG in Gegenwart von GSH statt-
findet. 
Dazu wurden in Abb. 3-40 B als Vergleichschromatogramm zunächst die Ergebnisse der 
Inkubation von FgaOx3 und FgaFS reproduziert (Wallwey et al., 2010b). In Abb. 3-40 C 
wurde dem Reaktionsansatz zusätzlich 1 mM GSH zugegeben. Das Chromatogramm zeigt 
keine signifikanten Unterschiede. Bei Zugabe von 25 mM GSH wurde weiterhin Festuclavin 
als Hauptprodukt detektiert. Zusätzlich wurde aber auch ein Peak mit der Retentionszeit von 
Agroclavin beobachtet (Abb. 3-40 D). Die Abb. 3-40 E zeigt, dass keine Produktbildung bei 
der Inkubation von EasA in Kombination mit FgaFS beobachtet werden konnte. Dies bestätigt 
noch einmal, dass EasA keine Aktivität aufweist. Zudem zeigt die Abb. 3-40 F, dass bei vor-
handenem FgaFS und GSH trotz der Gegenwart von EasA Agroclavin als Produkt gebildet 
wird. 
 
88 3. Ergebnisse 
 
Abb. 3-40: HPLC-Chromatogramme von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I-
Aldehyd nach Inkubation mit verschiedenen Enzym- und Kofaktor-Kombinationen. Die 
Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren FMN und NADH, 1 mM bzw. 
25 mM GSH, 1 mM Chanoclavin-I-Aldehyd und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wur-
den bei 30 °C für 2 h inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 2: Chano-
clavin-I-Aldehyd; 3: Agroclavin; 4: Festuclavin 
 
3.7 Untersuchungen zur Kontrolle der Stereochemie bei der Reaktion von 
Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin und Pyroclavin 
Wie schon im Kap. 3.6.1 kurz beschrieben, wurden Kombinationen von EasA und EasG mit 
den beiden aktiven Enzymen FgaOx3 und FgaFS von A. fumigatus durchgeführt, da die bei-
den Proteine EasA und EasG von C. purpurea bei der ersten Inkubationen mit Chanoclavin-I-
Aldehyd keine Aktivität zeigten. Die Analysen mittels HPLC ergaben, dass EasA inaktiv war. 
Nach einer Methodenoptimierung zur Verbesserung der Trennleistung, wurden erneut Kom-
binationen der Enzyme durchgeführt. Der Vergleich des Reaktionsansatzes mit FgaFS 
(Abb. 3-41 C) gegenüber dem mit EasG (Abb. 3-41 D) zeigt einen signifikanten Unterschied. 
Der Peak von Festuclavin verringerte sich, wenn statt FgaFS das Enzym EasG vorlag, und die 
Intensität der Substanz (5) nahm zu. In der Arbeit von Wallwey et al. (2010b) wurde der Peak 
vor Festuclavin ursprünglich den beiden Isomeren (6a und 6b) des Nebenprodukts zugeordnet 
(Kap. 3.6 Abb. 3-32). 
Eine zusätzliche Analyse von zwei weiteren Reaktionsansätzen (Zusammensetzung wie in 
Abb. 3-41 C und D abgebildet) mittels Dünnschichtchromatographie ergab, dass zusätzlich zu 
Festuclavin und den Isomeren ein weiteres Produkt gebildet wurde. Das Verhältnis der Pro-
dukte variierte in den Reaktionsansätzen. Von dem neuen Produkt wurde qualitativ mehr in 
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dem Ansatz mit EasG gebildet (Abb. 3-42). Das neue Produkt wurde daher aus einem 20 ml 
Reaktionsansatz (Kap. 2.4.7.4) mit Chanoclavin-I als Substrat, FgaDH (pCW03), FgaOx3 
(pCW04) und EasG (pMM044) als Enzyme über eine präparative DC isoliert (Kap. 2.5.1). 
Anschließend erfolgte zur Entfernung von Kieselgel-Verunreinigungen eine Aufreinigung 
mittels HPLC. 
 
 
Abb. 3-41: HPLC-Chromatogramme von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I nach 
Inkubation mit verschiedenen Enzym- und Kofaktor-Kombinationen. Die Reaktions-
ansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, FMN, NADH, 1 mM Chanoclavin-I 
und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die Sub-
stanzen wurden bei 282 nm detektiert. 1: Chanoclavin-I; 4: Festuclavin; 5: Neues Produkt; 
6: Nebenprodukt (6a) und (6b) 
 
 
Abb. 3-42: Dünnschichtchromatographie von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I 
nach Inkubation mit verschiedenen Enzym-Kombinationen. Die Reaktionsansätze 
(100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, FMN, NADH, 1 mM Chanoclavin-I und 
5 µg der rekombinanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die Detektion der 
Ergotalkaloide erfolgte mittels der van Urk Reaktion.  
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Abb. 3-43: Struktur von Pyro-
clavin. 
3.7.1 Strukturaufklärung von Pyroclavin 
Für die Strukturaufklärung mittels NMR-
Spektroskopie und MS wurden 1,7 mg des unbe-
kannten Produkts (5) aus Abb. 3-42 aufgereinigt. 
Mit Hilfe der in CD3OD aufgenommenen 
1H- und 
13C-NMR-Spektren (Anhang Abb. 6-35 und Abb. 
6-37) sowie mit den DQF-COSY-, NOESY-, 
HSQC- und HMBC-Spektren (Anhang Abb. 6-39 
bis Abb. 6-44) wurde die Substanz als Pyroclavin 
identifiziert, das Stereoisomer von Festuclavin 
(Matuschek et al., 2012). Die Struktur von Pyro-
clavin ist in Abb. 3-43 dargestellt. Die Tab. 3-7 fasst 
die ermittelten 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten für 
das Pyroclavin in protonierter Form zusammen. 
 
Tab. 3-7: 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten von Pyroclavin in protonierter Form in 
CD3OD. 
Position δC δH, multi., J in Hz HMBC Kontakte 
2 
3 
4α 
4β 
5β 
7α 
7β 
8β 
9α 
9β 
10α 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
120,29 
108,10 
25,55 
 
69,84 
62,86 
 
28,12 
32,72 
 
35,56 
130,42 
113,95 
123,89 
110,65 
135,07 
126,81 
17,29 
42,46 
7,03, d, 1,5 
- 
2,99, ddd, 14,0, 11,6, 1,7 
3,69, dd, 14,2, 4,5 
3,30**, td, 11,0, 4,5 
3,51, dt, 12,8, 1,5 
3,41*, dd, 12,8, 3,9 
2,49, m 
2,63, ddt, 13,7, 3,6, 2,1 
1,91, td, 13,1, 4,9 
3,41*, dt, 4,2, 11,6 
- 
6,90, dd, 7,2, 0,8 
7,11, dd, 8,2, 7,2 
7,20, d, 8,2 
- 
- 
1,37, d, 7,5 
3,07, s 
C-2 zu H-4α, H-4β, H-12 
C-3 zu H-2, H-4α, H-4β 
C-4 zu H-5, H-18 
- 
C-5 zu H-4α, H-4β, H-7α, H-9β, H-12, H-18 
C-7 zu H-17, H-18 
- 
C-8 zu H-7α, H-7β, H-9β, H-17, H-18 
C-9 zu H-7α, H-17 
- 
C-10 zu H-4β, H-9β, 
C-11 zu H-9β, H-10α, H-13 
C-12 zu H-2, H-13, H-14 
C-13 zu H-12 
C-14 zu H-12 
C-15 zu H-2, H-13 
C-16 zu H-2, H-4β, H-12, H-14 
C-17 zu H-7β, H-9β 
- 
* = überlappende Signale, J ermittelt aus den Kreuz-Signalen des DQF-COSY, ** = Signal 
liegt unter dem Lösungsmittelsignal 
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Mittels ESI-MS-Analyse wurde ein [M+1]+-Ion bei m/z = 241,2 (Anhang Abb. 6-46) detek-
tiert. Mittels hochaufgelöster EI-MS-Analyse wurde ein [M]+-Ion bei m/z = 240,1609 de-
tektiert. Der theoretische Wert von m/z wurde auf 240,1626 berechnet. Die Tab. 3-8 liefert 
einen direkten Vergleich der 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten zwischen Pyroclavin und 
Festuclavin. Betrachtet man die Protonen mit signifikanten Unterschieden (grau hervorge-
hoben) zwischen den beiden Stereoisomeren im 1H-NMR, so stehen alle in räumlicher Nähe 
zum Chiralitätszentrum an C-8. Dabei treten deutliche Unterschiede in der chemischen Ver-
schiebung für H-7β, H-8β, H-9α, H-9β und H-17 auf. Die chemischen Verschiebungen der 
Protonen im aromatischen Bereich zeigen keine signifikanten Unterschiede. Die HMBC-
Kontakte zwischen H-18 und C-7 sowie H-7α und C-5 bestätigen das Vorhandensein des 
D-Rings. 
 
Tab. 3-8: 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten Vergleich von Pyroclavin und Festuclavin in 
protonierter Form aufgenommen in CD3OD. Die signifikanten Abweichungen in der che-
mischen Verschiebung zwischen den beiden Stereoisomeren im 1H-NMR wurden grau her-
vorgehoben. Die 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten von Festuclavin in protonierter Form stam-
men aus der Arbeit (Wallwey et al., 2010b). 
Pyroclavin Festuclavin 
Position δC δH, multi., J in Hz Position δC δH, multi., J in Hz 
2 120,29 7,03, d, 1,5 2 120,15 7,02, d, 1,4 
3 108,10 - 3 108,22 - 
4α 25,55 2,99, ddd, 14,0, 11,6, 1,7 4α 25,62 2,98, ddd, 13,9, 11,7, 1,6 
4β  3,69, dd, 14,2, 4,5 4β  3,64, dd, 12,7, 5,0 
5β 69,84 3,30, td, 11,0, 4,5 5β 68,35 3,20, dt, 4,1, 11,3 
7α 62,86 3,51, dt, 12,8, 1,5 7α 63,13 3,55, ddd, 12,1, 3,8, 1,7 
7β  3,41, dd, 12,8, 3,9 7β  2,86, t, 12,4 
8β 28,12 2,49, m 8α 30,01 2,25, m 
9α 32,72 2,63, ddt, 13,7, 3,6, 2,1 9α 35,55 2,79, ddt, 13,3, 1,9, 3,6 
9β  1,91, td, 13,1, 4,9 9β  1,33, dt, 12,2, 12,7 
10α 35,56 3,41, dt, 4,2, 11,6 10α 40,13 3,29, dt, 3,2, 11,4 
11 130,42 - 11 130,23 - 
12 113,95 6,90, dd, 7,2, 0,8 12 113,77 6,90, d, 7,6 
13 123,89 7,11, dd, 8,2, 7,2 13 123,63 7,11, t, 7,7 
14 110,65 7,20, d, 8,2 14 110,45 7,21, d, 8,1 
15 135,07 - 15 134,99 - 
16 126,81 - 16 126,71 - 
17 17,29 1,37, d, 7,5 17 18,56 1,13, d, 6,6 
18 42,46 3,07, s 18 41,31 3,06, s 
 
Die Stereochemie des Pyroclavins wurde über die NOE-Kontakte bestimmt (Abb. 3-44). 
Hierbei wurde die Konfiguration an C-5 (H-5β) und C-10 (H-10α) als Bezugspunkt verwendet. 
Die NOE-Kontakte zwischen H-17 und H-10α bestätigten, dass CH3-8 α-substituiert und H-8 
β-substituiert war. Dies wurde sowohl durch die NOE-Kontakte zwischen H-17 und H-7α als 
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auch zwischen H-17 und H-9α bestätigt. Zudem zeigten weder H-7α, noch H-9α NOE-
Kontakte mit H-5β, das aber wiederum wies NOE-Kontakte zu H-7β und H-9β auf. 
 
Abb. 3-44: NOE-Kontakte (rote Pfeile) zur Bestimmung der Stereochemie von Pyro-
clavin. 
 
3.8 Nachweis der enzymatischen Aktivität von FgaFSpc und FgaOx3pc 
Nachdem das neue Produkt als Pyroclavin identifiziert worden war und die Ergebnisse darauf 
hindeuteten, dass FgaFS und EasG die Stereochemie der Gesamtreaktion unterschiedlich fest-
legen, wurden die Proteine FgaOx3pc und FgaFSpc zusätzlich in die Untersuchungen mit ein-
bezogen. Einerseits sollte die Frage geklärt werden, ob FgaOx3 bzw. FgaOx3pc möglicher-
weise einen Einfluss auf die Stereochemie der Gesamtreaktion hat. Hierzu konnte EasA, be-
dingt durch seine Inaktivität, nicht genutzt werden. Andererseits war FgaFSpc von besonderem 
Interesse, da aus Penicillium crustosum (Kawai et al., 1992) und P. commune NRRL2033 
(Unsöld & Li 2006) (8R,9S)-Fumigaclavin A isoliert wurde, das mit seiner (8R)-Konfigu-
ration der Stereochemie von Pyroclavin entspricht. In A. fumigatus hingegen wurde (8S,9S)-
Fumigaclavin B (Ohmomo et al., 1989) und (8S,9S)-Fumigaclavin C (Ge et al., 2009) isoliert, 
die mit ihrer (8S)-Konfiguration der Stereochemie von Festuclavin entsprechen. 
Die Klonierung, Expression und Reinigung von fgaOx3pc und fgaFSpc wurde in Kap. 3.2.8 
beschrieben. Nachdem FgaOx3pc und FgaFSpc aufgereinigt vorlagen, wurden die in Abb. 3-45 
dargestellten Versuche zum Nachweis der enzymatischen Aktivität beider Proteine durchge-
führt. Zum Vergleich wurde in Abb. 3-45 B ein Reaktionsansatz mit FgaOx3 und FgaFS aus 
A. fumigatus abgebildet. Die Abb. 3-45 C zeigt, dass mit FgaOx3pc und FgaFSpc zum Einen 
ein geringerer Gesamtumsatz als mit den beiden Proteinen aus A. fumigatus erhalten wurde, 
zum Anderen aber auch, dass ein anderes Verhältnis zwischen Pyroclavin und Festuclavin 
gebildet wurde. Außerdem entstand mehr von dem Nebenprodukt (6). Die Denaturierung von 
FgaOx3pc führte dazu, dass das von FgaDH gebildete Chanoclavin-I-Aldehyd nicht weiter 
umgesetzt wurde (Abb. 3-45 D). Dagegen entstand durch die Denaturierung von FgaFSpc nur 
das Nebenprodukt (Abb. 3-45 E). Schließlich zeigt die Abb. 3-45 F, dass FgaDH nur nötig ist 
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um Chanoclavin-I zu Chanoclavin-I-Aldehyd umzusetzen, es aber an der Reaktion von 
Chanoclavin-I-Aldehyd zu Pyroclavin und Festuclavin nicht direkt beteiligt ist. 
 
 
Abb. 3-45: HPLC-Chromatogramme von Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I und 
Chanoclavin-I-Aldehyd nach Inkubation mit verschiedenen Enzym- und Kofaktor-
Kombinationen. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, 
FMN, NADPH, 1 mM Chanoclavin-I, 1 mM Chanoclavin-I-Aldehyd und 5 µg der rekombi-
nanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm 
detektiert. * Durch Hitze inaktiviertes FgaOx3pc bzw. FgaFSpc. 1: Chanoclavin-I; 2 Chano-
clavin-I-Aldehyd; 4: Festuclavin; 5: Pyroclavin; 6: Nebenprodukt 
 
3.8.1 Bestimmung des Molekulargewichts von FgaOx3pc und FgaFSpc 
Nachdem die Aktivität für beide Proteine nachgewiesen war, erfolgte die Bestimmung des 
Molekulargewichts mittels Größenausschlusschromatographie über die HiLoad 16/60 Super-
dex 200-Säule. Diese wurde zuvor mit verschiedenen Standardproteinen kalibriert 
(Kap. 2.4.3). Das Elutionsvolumen von FgaOx3pc-His6 wurde auf 60 ml bestimmt. Dies ent-
spricht einem Molekulargewicht von 40 kDa. Das theoretische Molekulargewicht von 
FgaOx3pc-His6 wurde auf 43 kDa berechnet, daher lag das Protein als Monomer vor. Für das 
Protein FgaFSpc-His6 wurde ein Elutionsvolumen von 52 ml erhalten. Dies entspricht einem 
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Molekulargewicht von 64 kDa. Dadurch lag das FgaFSpc-His6 mit seinem theoretischen 
Molekulargewicht von 33 kDa als Dimer vor. 
 
3.8.2 Stereoselektivität der Umsetzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin 
und Pyroclavin 
Nachdem alle sechs orthologen Proteine aus A. fumigatus, C. purpurea und P. commune auf-
gereinigt vorlagen, wurden die in Abb. 3-46 abgebildeten Reaktionsansätze mit den verschie-
denen Kombinationen der Proteine zur Untersuchung der Stereoselektivität durchgeführt. 
 
 
Abb. 3-46: HPLC-Chromatogramme von den Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I 
nach Inkubation mit verschiedenen Enzym- und Kofaktor-Kombinationen. Die Reak-
tionsansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, FMN, NADPH, 1 mM Chano-
clavin-I und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die 
Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 1: Chanoclavin-I; 2: Chanoclavin-I-Aldehyd; 
4: Festuclavin; 5: Pyroclavin; 6: Nebenprodukt 
 
Es wurde eine deutliche Abhängigkeit des Produktverhältnisses von der verwendeten Imin-
reduktase (FgaFS, FgaFSpc und EasG) beobachtet. Mit FgaFS wurde fast ausschließlich Festu-
clavin (96 %) erhalten (Abb. 3-46 A). Durch die Verwendung von FgaFSpc wurden 79 % 
(Abb. 3-46 B) und mit EasG nur noch 70 % Festuclavin detektiert (Abb. 3-46 C). Keine Aus-
wirkung hatte der Austausch von FgaOx3 gegen FgaOx3pc (Abb. 3-46 D bis F), da fast iden-
tische Produktverhältnisse erhalten wurden. Das Protein EasA zeigte, wie schon zuvor be-
schrieben (Kap. 3.6.1), keine Aktivität. Um eine mögliche Auswirkung der Proteinmenge und 
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des verwendeten Kofaktors auf die Produktverhältnisse zu untersuchen, wurden weitere Reak-
tionsansätze unter Verwendung von 10 µg der rekombinanten Proteine und 5 mM NADH statt 
NADPH durchgeführt. Die Tab. 3-9 und Tab. 3-10 fassen die Ergebnisse zusammen. Bei Zu-
gabe von jeweils 10 µg der Proteine erhöhte sich der Gesamtumsatz, es ergaben sich aber 
keine signifikanten Unterschiede in dem Produktverhältnis von Festuclavin zu Pyroclavin. 
Der Austausch von NADPH gegen NADH führte zu einer geringen Verschiebung des 
Produktverhältnisses in Richtung des Pyroclavins. 
 
Tab. 3-9: Umsatz von Chanoclavin-I zu Festuclavin und Pyroclavin in Gegenwart von 
NADPH und NADH. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, 
FMN, NADH, NADPH, 1 mM Chanoclavin-I und 5 µg der rekombinanten Enzyme und wur-
den bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 
Enzym-
Kombinationen 
mit 5 µg Protein 
Inkubation mit NADPH  Inkubation mit NADH 
 Produkt-Verhältnis   Produkt-Verhältnis 
Chanoclavin-I 
Abnahme (%) 
Festuclavin 
(4) 
Pyroclavin 
(5) 
 Chanoclavin-I 
Abnahme (%) 
Festuclavin 
(4) 
Pyroclavin 
(5) 
FgaOx3pc+FgaFS 
FgaOx3pc+FgaFSpc 
FgaOx3pc+EasG 
 
FgaOx3+FgaFS 
FgaOx3+FgaFSpc 
FgaOx3+EasG 
43 
18 
35 
 
26 
25 
22 
95 
79 
70 
 
96 
79 
70 
  5 
21 
30 
 
  4 
21 
30 
 23 
  3 
  8 
 
48 
  9 
19 
88 
72 
63 
 
90 
74 
65 
12 
28 
37 
 
10 
26 
35 
 
Tab. 3-10: Umsatz von Chanoclavin-I zu Festuclavin und Pyroclavin in Gegenwart von 
NADPH und NADH. Die Reaktionsansätze (100 µl) enthielten 5 mM der Kofaktoren NAD+, 
FMN, NADH, NADPH, 1 mM Chanoclavin-I und 10 µg der rekombinanten Enzyme und 
wurden bei 30 °C für 15 h inkubiert. Die Substanzen wurden bei 282 nm detektiert. 
Enzym-
Kombinationen 
mit 10 µg Protein 
Inkubation mit NADPH  Inkubation mit NADH 
 Produkt-Verhältnis   Produkt-Verhältnis 
Chanoclavin-I 
Abnahme (%) 
Festuclavin 
(4) 
Pyroclavin 
(5) 
 Chanoclavin-I 
Abnahme (%) 
Festuclavin 
(4) 
Pyroclavin 
(5) 
FgaOx3pc+FgaFS 
FgaOx3pc+FgaFSpc 
FgaOx3pc+EasG 
 
FgaOx3+FgaFS 
FgaOx3+FgaFSpc 
FgaOx3+EasG 
78 
19 
70 
 
79 
29 
75 
95 
80 
72 
 
96 
81 
71 
  5 
20 
28 
 
  4 
19 
29 
 28 
  5 
12 
 
96 
28 
63 
88 
73 
63 
 
92 
78 
66 
12 
27 
37 
 
  8 
22 
34 
 
Da die Verwendung von FgaOx3pc und FgaFSpc nicht wie erwartet zu Pyroclavin als Haupt-
produkt der Reaktion führte (Kap. 3.8), wurde Fumigaclavin A erneut aus P. commune 
NRRL2033 isoliert. Die Kultivierung von P. commune NRRL2033 und die Isolierung von 
1,8 mg Fumigaclavin A wurden von Beate Wollinsky durchgeführt. Vergleicht man die Re-
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tentionszeiten der vier als Standard verwendeten Ergotalkaloide (Abb. 3-47 A) mit den Peaks 
des Kulturextrakts (Abb. 3-47 B), so wurde nur Fumigaclavin A bei 19,4 min nachgewiesen. 
Der Peak bei 19,4 min wurde durch ein 1H-NMR-Spektrum sowie mittels NOESY-, HSQC- 
und HMBC-Spektren als (8R,9S)-Fumigaclavin A identifiziert (Matuschek et al., 2012). 
 
 
Abb. 3-47: HPLC-Chromatogramm des Kulturextraktes von P. commune NRRL2033 
(B) unter Verwendung von verschiedenen Ergotalkaloiden als Standard (A). Die Sub-
stanzen wurden bei 282 nm detektiert. 
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4. Diskussion 
4.1 Vorkommen von Ergotalkaloidgenclustern innerhalb der Ascomyceten 
Die Ergebnisse zum Vorkommen der Ergotalkaloidgencluster innerhalb der Ascomyceten 
haben gezeigt, dass die Gene bislang in drei Familien der Ascomyceten, genauer der Pezizo-
myceten zu finden sind. Die Familie Clavicipitaceae gehört zur Klasse der Sordariomyceten 
und die Familien Trichocomaceae und Arthrodermataceae zu den Eurotiomyceten. Innerhalb 
der Clavicipitaceen wurde in zwei Arten der Gattung Metarhizium ebenfalls Ergotalkaloid-
gencluster identifiziert. Zurzeit gibt es jedoch noch keine Publikationen, die über die Isolie-
rung von Ergotalkaloiden aus diesen Pilzen berichten. Die beiden Pilze der Gattung 
Metarhizium werden jedoch als biologische Insektizide eingesetzt. Da für Ergotalkaloide von 
einer nematiziden Wirkung berichtet wurde (Bacetty et al., 2009), könnte daher ein Zusam-
menhang bestehen. 
Die Sequenzvergleiche und auch die phylogenetischen Stammbäume ergaben eine nähere 
Verwandtschaft der Trichocomaceen und Arthrodermataceen untereinander als zu den Clavi-
cipitaceen. Auffällig ist jedoch, dass innerhalb der Clavicipitaceen und Arthrodermataceen 
fast alle sequenzierten Stämme Ergotalkaloidgencluster aufweisen (Abb. 3-1). Innerhalb der 
Trichocomaceen konnten Ergotalkaloidgene nur in A. fumigatus und P. commune gefunden 
werden, obwohl zum Zeitpunkt der Analyse 138 sequenzierte Genome aus 53 verschiedenen 
Pilzfamilien zur Verfügung standen. Eine ähnliche Auffälligkeit gab es bei den Positionen 
und Orientierungen der orthologen Gene der Ergotalkaloidgencluster von A. fumigatus und 
P. commune im Vergleich zu den Genclustern der Clavicipitaceen und Arthrodermataceen 
(Abb. 3-2). Die Position und Orientierung der Gene in den Genclustern der Pilze der Clavici-
pitaceen und Arthrodermataceen waren innerhalb beider Familien identisch. Des Weiteren 
sind auch ähnliche Anordnungen der orthologen Gene in den Genclustern der Pilze zwischen 
diesen beiden Familien zu erkennen. Bei den Arthrodermataceen fehlen jedoch die orthologen 
Gene zu easA und easG und die Orthologen zu ccsA und easF haben in den Arthroderma-
taceen die Position getauscht. Das Gen ccsA liegt zusätzlich in der gegensätzlichen Orientie-
rung vor. Die beiden Gencluster von A. fumigatus und P. commune hingegen unterscheiden 
sich grundlegend in den Positionen und Orientierungen der Gene untereinander und auch zu 
denen der Pilze der beiden anderen Familien. Es scheint in diesen beiden Stämmen evolu-
tionär eine Reihe von Neuanordnungen durch Rekombination und Insertion stattgefunden zu 
haben. Der Grund, weshalb dies nur in der Familie der Trichocomaceen geschah, ist unbe-
kannt. 
Trotz der bereits aufgeführten Unterschiede zeigen die Multi-Proteinsequenzvergleiche der 
jeweiligen orthologen Proteine eine sehr hohe Anzahl an streng konservierten Aminosäure-
resten (Abb. 3-3 bzw. Anhang Abb. 6-1 bis Abb. 6-7). Eine Ausnahme stellen die FAD-
abhängigen Oxidoreduktasen dar, die eine deutlich geringere Anzahl von streng konservierten 
Aminosäureresten aufweisen (Abb. 3-3 bzw. Anhang Abb. 6-3). Dies ist auch in den direkten 
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Proteinsequenzvergleichen zu sehen (Kap. 3.1.3 Tab. 3-1). Ein Grund für diese geringere 
Homologie konnte nicht gefunden werden. Bisher konnte aber auch noch keine FAD-
abhängige Oxidoreduktase heterolog exprimiert und somit auch nicht biochemisch charakter-
isiert werden. Das Kapitel 4.3 geht näher auf die Untersuchungen der beiden FAD-
abhängigen Oxidoreduktasen FgaOx1 aus A. fumigatus und EasE aus C. purpurea ein. 
 
4.2 Untersuchungen zur Biosynthese der Alkaloide vom Fumitremorgin-
Typ 
Für die Funktion des Gens ftmO (AFUA_8G00260) aus dem putativen Biosynthesegencluster 
der Alkaloide vom Fumitremorgin-Typ von A. fumigatus Af293 sollten innerhalb dieser 
Arbeit zwei Hypothesen überprüft werden. Bei der ersten Hypothese bestand die Vermutung, 
dass FtmO als Prenyltransferase die Reaktion von Verruculogen zu Fumitremorgin A kata-
lysiert. Mittels Sequenzvergleiche wurden jedoch keine Homologien zu bekannten Prenyl-
transferasen gefunden. Allerdings besitzt das Protein Homologien zu Ankyrin repeat Pro-
teinen. Da Ankyrin repeat Proteine Protein-Protein-Interaktionen vermitteln, sollte als zweite 
Hypothese überprüft werden, ob FtmO an der Reaktion von 12,13-Dihydroxyfumitremorgin C 
zu Fumitremorgin B bzw. im darauffolgenden Schritt, der Reaktion von Fumitremorgin B zu 
Verruculogen, beteiligt ist. 
Das Gen ftmO konnte erfolgreich in die Expressionsvektoren pQE-60 (pMM007) und auch in 
den Expressionsvektor pYES2/NT C (pMM005) kloniert und das Protein aus E. coli 
(pMM007) mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Die Aufreinigung von 
FtmO aus S. cerevisiae (pMM005) blieb erfolglos. Mit dem aufgereinigten FtmO aus E. coli 
wurden sowohl die Prenyltransferase-Reaktionsansätze als auch die Inkubationen mit 
12,13-Dihydroxyfumitremorgin C bzw. Fumitremorgin B durchgeführt. Die HPLC-Chroma-
togramme enthielten jedoch keinen Hinweis auf eine enzymatische Aktivität von FtmO. Es 
besteht die Möglichkeit, dass das aus E. coli aufgereinigte FtmO inaktiv ist. Eine mögliche 
Ursache für die Inaktivität könnte z.B. eine falsche Faltung des eukaryotischen Proteins durch 
die prokaryotischen E. coli-Zellen sein. Leider konnte das Protein nicht aus S. cerevisiae auf-
gereinigt werden, so dass keine Überprüfung dieser Vermutung erfolgen konnte. Das Enzym 
könnte aber auch eine andere Funktion als bislang angenommen besitzen. Im Laufe der 
Untersuchungen dieser Arbeit konnten Kato et al. ftmO in A. fumigatus BW939 inaktivieren 
und zeigen, dass die Biosynthese von Fumitremorgin B und Verruculogen nicht beeinträchtigt 
wurde (Kato et al., 2009). Da das Gen zudem direkt am Anfang des putativen Biosynthese-
genclusters liegt (Abb. 1-11), kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Gen ftmO nicht 
zum putativen Biosynthesegencluster der Fumitremorgin-Typ Alkaloide von A. fumigatus 
Af293 gehört. 
In detaillierten Sequenzanalysen wurden 17 Ankyrin repeat Domänen in dem Protein FtmO 
identifiziert (Anhang Abb. 6-18). Die Ankyrin repeat Domänen besitzen eine „L-förmige“ 
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Struktur, die aus zwei α-Helixes gefolgt von einem hairpin loop gebildet wird (Gorina & 
Pavletich 1996). Die Ankyrin repeat-vermittelte Protein-Protein-Interaktion konnte bei 
anderen Proteinen durch yeast two-hybrid, Immunpräzipitation, in vitro Bindungs-Assays und 
GST pull-down Experimente bereits nachgewiesen werden (Mosavi et al., 2004). Ähnliche 
Experimente könnten für FtmO in zukünftigen Untersuchungen angewendet werden. 
 
4.3 Untersuchungen zur enzymatischen Aktivität von FgaOx1 bzw. EasE 
Für den Biosyntheseschritt von DMA-L-Abrin nach Chanoclavin-I (Abb. 3-5) wurde eine 
mögliche Beteiligung des Gens fgaOx1 (AFUA_2G18050) aus A. fumigatus Af293 postuliert 
(Kap. 3.4). Zur Untersuchung des Gens wurde, nachdem die direkte Amplifikation des Gens 
aus cDNA fehlschlug, eine Strategie zur Klonierung des Gens aus chemischer Synthese und 
Amplifikation aus cDNA entwickelt (Kap. 3.2.5.1). Mit dieser Strategie wurde das Gen 
fgaOx1 im Plasmid pMM012 erhalten. Der über die chemische Synthese hergestellte Genab-
schnitt konnte später auch durch Amplifikation aus cDNA bestätigt werden. Da die Ex-
pression von fgaOx1 (pMM012) erfolglos blieb, wurden weitere Expressionskonstrukte er-
stellt. Zusammenfassend wurde die Expression des Gens mit N- und C-terminalem Histidin-
tag in E. coli (pMM012 und pMM013) und mit N-terminalem Histidin-tag in S. cerevisiae 
(pMM016) angestrebt. Das Ortholog von fgaOx1 EasE wurde aus cDNA von C. purpurea 
amplifiziert und es wurde versucht, das Protein EasE-His6 (pMM021) aus E. coli aufzureini-
gen. Schließlich wurden, nach einem Sequenzvergleich von FgaOx1 und EasE (Abb. 6-15), 
die ersten 134 Aminosäuren von FgaOx1 deletiert, um die Mutante FgaOx1∆1-402 
(pMM019) mit ähnlicher Proteinsequenzlänge wie EasE zu erzeugen. Alle Expressionsver-
suche der verschiedenen Proteine blieben jedoch erfolglos. Es konnte keines dieser Proteine 
mittels SDS-PAGE detektiert und auch keine Aktivität mittels HPLC nachgewiesen werden. 
Weiterführende bioinformatische Untersuchungen der Proteinsequenz von FgaOx1 mit den 
Programmen TMHMM-2.0 und TMpred ergaben, dass möglicherweise zwei Membrandomä-
nen (Aminosäure 5 bis 21 und 85 bis 105; Anhang Abb. 6-47) vorhanden sind. Sollte es sich 
bei den Domänen tatsächlich um Membrandomänen handeln, könnte dies eine Erklärung für 
die fehlgeschlagenen Expressions- und Aufreinigungsversuche sein. Daher könnten in nach-
folgenden Arbeiten erneute Expressionsversuche von fgaOx1 mit anschließender Optimierung 
der Aufreinigung im Hinblick auf ein Membranprotein durchgeführt werden. 
Während der Analysen der Intron-Exon-Struktur im Rahmen der Untersuchungen der Ergot-
alkaloidgencluster innerhalb der Ascomyceten (Kap. 3.1 bzw. Kap. 4.1) wurde durch 
Sequenzvergleiche von easE aus C. purpurea mit fgaOx1 aus A. fumigatus festgestellt, dass 
für easE ein alternatives Startcodon gewählt werden kann. Das in dieser Arbeit vorhergesagte 
EasE Protein weist im Gegensatz zu dem EasE der NCBI-Datenbank einen längeren 
N-Terminus auf und es ergibt sich eine höhere Homologie (44 % statt 39 %) zu FgaOx1 
(Anhang Abb. 6-15). Einen Hinweis darauf, dass die neue Intron-Exon-Struktur von EasE 
100 4. Diskussion 
wahrscheinlicher ist, zeigte auch die Analyse von 18 weiteren orthologen Genen. In allen 
Fällen führten die Wahl des neuen Startcodons sowie die alternativen Intron-Exon-Strukturen 
zu putativen Proteinen mit hohen Homologien. Dies zeigte der Multi-Proteinsequenzvergleich 
(Anhang Abb. 6-3). Eine Bestätigung dieser neu vorgeschlagenen easE-Gensequenz soll in 
weiterführenden Arbeiten durch die Amplifikation des Gens aus cDNA von C. purpurea 
erfolgen. 
Für das EasE mit der neuen Sequenz wurde mit den Programmen TMHMM-2.0 und TMpred 
eine Membrandomäne vorhergesagt (Aminosäure 3 bis 19) (Anhang Abb. 6-47). Daher sollte 
bei nachfolgenden Arbeiten auch für dieses Protein eine Optimierung der Aufreinigung im 
Hinblick auf ein potentielles Membranprotein durchgeführt werden. Die Löslichkeit des 
neuen EasE Proteins könnte besser sein, als die von FgaOx1, da nur eine statt zwei Membran-
domänen vorhergesagt werden. 
Das mit der erstellten Deletionsmutante FgaOx1∆1-402 kein Protein erhalten wurde, könnte 
mehrere Ursachen haben. Grundsätzlich kann ein Eingriff in die Primärsequenz eines Proteins 
zur vollständigen Unlöslichkeit führen. Es wurden aber wahrscheinlich zu viele Aminosäuren 
von FgaOx1 deletiert. Nach den aktuellen Ergebnissen wird zur Entfernung der zwei Mem-
brandomänen von FgaOx1 aus A. fumigatus eine kürzere Deletion vorgeschlagen. Beispiels-
weise wäre die Deletion der Basen 1 bis 315 (entspricht den Aminosäuren 1 bis 105) eine 
Möglichkeit. Natürlich kann auch für die mögliche Mutante FgaOx1∆1-315 nicht aus-
geschlossen werden, dass das Protein durch den Eingriff unlöslich wird bzw. katalytisch 
wichtige Aminosäuren entfernt werden. 
 
4.4 Reaktionsmechanismus von EasG in Gegenwart von reduziertem Glu-
tathion für die Umsetzung von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin 
Es sollte untersucht werden, ob die Proteine EasA und EasG aus C. purpurea in Analogie zu 
ihren Orthologen FgaOx3 und FgaFS aus A. fumigatus, die die Reaktion von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Festuclavin katalysieren (Wallwey et al., 2010b), die Reaktion von Chanoclavin-
I-Aldehyd zu Agroclavin katalysieren. Beide Proteine wurden chemisch synthetisiert. Die 
Sequenzen von easA (AJ703809.1) und easG (AY836771.1) von C. purpurea P1 wurden aus 
der NCBI-Datenbank erhalten. Nach der Umklonierung in den Expressionsvektor und Ex-
pression der beiden Gene in E. coli konnten beide Proteine mittels Affinitätschromatographie 
aufgereinigt werden. Bei den Reaktionsansätzen mit Chanoclavin-I-Aldehyd als Substrat, 
NADH bzw. NADPH und FNM als Kofaktoren sowie EasA und EasG konnte jedoch keine 
Agroclavin-Bildung detektiert werden. Stattdessen zeigten weitere Untersuchungen, dass 
EasA inaktiv ist und EasG in der Gegenwart von GSH die Umsetzung von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Agroclavin katalysiert. 
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Auf Grundlage der in Kap. 3.6 beschriebenen Ergebnisse der Reaktion von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Agroclavin, wurde der in Abb. 4-1 gezeigte Reaktionsmechanismus postuliert. 
Die Ergebnisse in Kap. 3.6.4 zeigten, dass zunächst eine nicht-enzymatische Reaktion 
zwischen Chanoclavin-I-Aldehyd und dem verwendeten Reduktionsmittel stattfand. Am plau-
sibelsten ist im ersten Schritt der Angriff des Thiolat-Anions auf das C-9 von Chanoclavin-I-
Aldehyd. Entsprechende Reaktionen von Thiolat-Anionen auf α,β-ungesättigte Aldehyde 
wurden in der Literatur hinreichend beschrieben (Esterbauer et al., 1976; Koval 2007). Der 
Reaktionsansatz in Abb. 3-34 H, in dem L-Ascorbinsäure anstatt GSH verwendet wurde, 
zeigt, dass eine Thiolgruppe für die Reaktion benötigt wird. Eine weitere Bestätigung des 
postulierten Mechanismus lieferten die Experimente, in denen das GSH erfolgreich durch 
2-Mercaptoethanol und DTT ersetzt wurde (Abb. 3-36). Die Reaktion des Reduktionsmittels 
mit Chanoclavin-I-Aldehyd ermöglicht die Rotation der Einfachbindung zwischen C-8 und 
C-9. 
 
 
Abb. 4-1: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Reaktion von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Agroclavin über ein nicht-enzymatisches Intermediat mit GSH und der 
Reduktion eines Iminium-Intermediats durch EasG. 
 
Durch Protonierung bzw. Deprotonierung können die Intermediate I-4 bis I-6 entstehen. Das 
Intermediat I-6 aus Chanoclavin-I-Aldehyd-DTT konnte mittels MS-Analyse nachgewiesen 
werden (Kap. 3.6.4). Hierdurch wurde ebenfalls die chemische Reaktion zwischen dem 
Reduktionsmittel und Chanoclavin-I-Aldehyd bewiesen. Wird das Reduktionsmittel von dem 
Intermediat I-5 durch Protonierung eliminiert, entsteht Isochanoclavin-I-Aldehyd. Dieses 
kann durch einen spontanen Ringschluss in einer Kondensationsreaktion zu einem Iminium-
Intermediat reagieren. Das Iminium-Intermediat wird schließlich von EasG unter NADPH-
Verbrauch zu Agroclavin reduziert. Daher fungiert EasG in Gegenwart von GSH als Imin-
reduktase. 
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4.5 Untersuchungen zur Kontrolle der Stereochemie bei der Reaktion von 
Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin und Pyroclavin 
Für die Untersuchungen der Kontrolle der Stereochemie in den Ergotalkaloidbiosynthese-
wegen in A. fumigatus und P. commune wurde eine Analyse der Intron-Exon-Struktur der 
Gene fgaOx3pc und fgaFSpc durchgeführt. Die DNA-Sequenz des Genclusters stammt aus dem 
Cosmid 28D7, das in einer vorherigen Arbeit von Inge Unsöld erstellt wurde (Unsöld 2006). 
Nach erfolgter Umklonierung und Expression der beiden Gene in E. coli, konnten beide 
Proteine mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Die Analysen der Reaktions-
ansätze von Chanoclavin-I-Aldehyd, das enzymatisch mit FgaDH aus Chanoclavin-I erhalten 
wurde, mit EasG und FgaOx3 bzw. FgaOx3pc und FgaFSpc zeigten, dass nicht nur Festuclavin, 
sondern auch sein Stereoisomer Pyroclavin bei der Reaktion entsteht. Zuvor hatten Wallwey 
et al. nur gezeigt, dass FgaOx3 und FgaFS zusammen die Umsetzung von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Festuclavin katalysieren (Wallwey et al., 2010b). 
 
4.5.1 Postulierter Reaktionsmechanismus 
Mit Hilfe der in Kap. 3.7 beschriebenen Ergebnisse wurde der in Abb. 4-2 gezeigte Reak-
tionsmechanismus für die Reaktion von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin und Pyro-
clavin postuliert. Im ersten Schritt des Reaktionsmechanismus katalysiert FgaOx3 bzw. 
FgaOx3pc die Reduktion von Chanoclavin-I-Aldehyd zu dem Intermediat I-1, wobei NADPH 
als Kofaktor fungiert. Die Zugabe von FMN war nötig, um FgaOx3 bzw. FgaOx3pc von der 
Apo- in die Holo-Form zu überführen. Durch die Reduktion der Doppelbindung zwischen C-8 
und C-9 kann eine Rotation um die entstandene Einfachbindung erfolgen, die über eine Kon-
densationsreaktion spontan zu einem Ringschluss führt. 
 
 
Abb. 4-2: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Reaktion von Chanoclavin-I-
Aldehyd zu Festuclavin und Pyroclavin, modifiziert nach (Wallwey et al., 2010b). 
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Das entstandene Intermediat I-2 steht über Protonierung und Deprotonierung im Gleichge-
wicht mit dem Intermediat I-3. Die Methylgruppe an C-8 des Iminium-Intermediats I-2 liegt 
daher sowohl in α- als auch in β-Konfiguration vor. Die Reduktion des Iminium-Intermediats 
durch FgaFS, FgaFSpc oder EasG führt schließlich zur Bildung von Festuclavin und Pyro-
clavin. Für diesen Reaktionsschritt benötigen die Iminreduktasen den Kofaktor NADPH bzw. 
NADH. Analog zu den Ergebnissen von FgaOx3 wurde auch mit dem Protein FgaOx3pc aus 
P. commune NRRL2033 die Entstehung der beiden Isomeren 6a und 6b beobachtet 
(Wallwey et al., 2010b; Xie et al., 2011). 
Für die Reaktion von FgaOx3 und FgaFS in A. fumigatus, die von Christiane Wallwey unter-
sucht wurde (Wallwey et al., 2010b), blieb in der damaligen Arbeit die Frage offen, ob FgaFS 
die Stereochemie an C-8 festlegt, oder ob bereits FgaOx3 die Stereochemie der Reaktion be-
stimmt. In diesem Zusammenhang postulierten bereits Hassam et al., dass eine Isomerisierung 
der Doppelbindung zwischen C-8 und C-9 erfolgen muss, bevor die Zyklisierung stattfindet 
(Hassam & Floss 1981). Die Gruppen um O’Connor und Panaccione postulierten zusätzlich, 
dass die Stereochemie bereits bei der Reduktion von Chanoclavin-I-Aldehyd durch FgaOx3 
festlegt wird (Cheng et al., 2010a; Cheng et al., 2010b; Coyle et al., 2010). Diese Hypothese 
konnte jedoch nicht direkt durch Einzelinkubationen beantwortet werden, da die Inkubation 
von Chanoclavin-I-Aldehyd mit FgaOx3 zu der beschriebenen Entstehung des Nebenprodukts 
führt, welches nicht von FgaFS als Substrat akzeptiert wird. Weiterhin war es nicht möglich, 
mittels HPLC ein Intermediat zu detektieren, das FgaFS als Substrat dienen könnte. 
Die Ergebnisse in Abb. 3-46 bzw. Tab. 3-9 (Kap. 3.8.2) zeigen jedoch eindeutig, dass ein 
Austausch von FgaOx3 durch FgaOx3pc keine signifikanten Auswirkungen auf das Verhältnis 
von Festuclavin zu Pyroclavin hat. Das Verhältnis wird jedoch direkt durch FgaFS, FgaFSpc 
oder EasG bestimmt. Die Produktverhältnisse zwischen Festuclavin und Pyroclavin werden 
daher stereoselektiv von der jeweiligen Iminreduktase festgelegt und nicht bereits im ersten 
Reduktionsschritt bestimmt. Somit wurde der von Cheng et al. postulierte Reaktionsmecha-
nismus (Cheng et al., 2010a; Cheng et al., 2010b) widerlegt. 
 
4.5.2 Verzweigungspunkte der Ergotalkaloidbiosynthesewege von C. purpurea, 
A. fumigatus und P. commune 
Chanoclavin-I-Aldehyd stellt den Verzweigungspunkt in den Ergotalkaloidbiosynthesewegen 
zwischen C. purpurea und A. fumigatus dar (Abb. 4-3). Innerhalb dieser Arbeit wurde ge-
zeigt, dass die Entstehung von Agroclavin durch EasG in Gegenwart von GSH katalysiert 
wird (Kap. 3.6). Dabei führt die Reaktion von GSH mit Chanoclavin-I-Aldehyd zu einer Iso-
merisation und EasG katalysiert anschließend die Reduktion des Iminium-Intermediats. In 
A. fumigatus führen zwei Reduktionen zu Festuclavin und Pyroclavin. Dabei bestimmt die 
jeweilige Iminreduktase (FgaFS, FgaFSpc oder EasG) das Verhältnis der beiden Stereoisomere 
zueinander (Kap. 4.5.1). Daher können FgaFS, FgaFSpc und EasG als Schlüssel-Enzyme für 
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die Verzweigung in den Ergotalkaloidbiosynthesewegen zwischen C. purpurea und 
A. fumigatus bzw. P. commune angesehen werden, nicht aber die old yellow enzymes. Die 
Abb. 4-3 gibt einen Überblick über die putativen Ergotalkaloidbiosynthesewege in 
A. fumigatus, P. commune und C. purpurea unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser 
Arbeit wieder. 
 
 
Abb. 4-3: Verzweigung der putativen Ergotalkaloidbiosynthesewege in A. fumigatus, 
P. commune und C. purpurea. 
 
Nach diesen Ergebnissen könnte man erwarten, dass das Ausschalten von FgaOx3 in 
A. fumigatus zu der Bildung von Agroclavin führen würde. Dies ist wahrscheinlich, da auch in 
A. fumigatus intrazelluläres GSH vorhanden ist und gezeigt werden konnte, dass FgaFS in 
Gegenwart von GSH Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin umsetzt (Kap. 3.6.1 Abb. 3-34 I). 
Coyle et al. erzeugten jedoch eine Mutante des A. fumigatus Isolats FGSC A1141, in der 
FgaOx3 ausgeschaltet und die Akkumulation von Chanoclavin-I und Chanoclavin-I-Aldehyd 
detektiert wurde (Coyle et al., 2010). Weiterhin wurde das Gen easA aus C. purpurea in die 
A. fumigatus Mutante eingebracht, was zu der Bildung von Agroclavin führte. Aus diesen 
Ergebnissen folgerten die Autoren, dass FgaOx3 die Kontrolle über die Biosynthesewege 
zwischen A. fumigatus und C. purpurea besitzt (Coyle et al., 2010). 
Es ergibt sich daher ein scheinbarer Widerspruch zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und 
den in vivo Ergebnissen von Coyle et al., da die A. fumigatus Mutante bedingt durch das Aus-
schalten von fgaOx3 eigentlich Agroclavin hätte produzieren müssen. Eine mögliche Erklär-
ung für diesen scheinbaren Widerspruch wäre, dass durch das Ausschalten des Gens fgaOx3 
gleichzeitig auch die Expression von fgaFS beeinträchtigt wurde. Dies erscheint wahrschein-
lich, da einerseits beide Gene im Gencluster in direkter Nachbarschaft stehen. Andererseits 
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wäre eine gemeinsame Regulation der beiden Gene denkbar, da die in vitro Ergebnisse das 
enge Zusammenspiel beider Proteine bei der Katalyse gezeigt haben. Das Einbringen des 
Gens easA in die Mutante könnte die Expression von fgaFS wieder ermöglicht haben, was 
dann zur Produktion von Agroclavin führte. In der Arbeit von Coyle et al. hätte zwangsläufig 
ein Nachweis der Expression von fgaFS erfolgen müssen, um gesicherte Aussagen treffen zu 
können. Kontrolliert wurden aber leider nur das Ausschalten und die Komplementierung von 
fgaOx3 bzw. easA mittels PCR. Das Ausschalten von fgaOx3 in der Mutante könnte auch 
generell die Biosynthese der Ergotalkaloide gestört haben. 
Ein Anhaltspunkt dafür, dass EasA tatsächlich auch in vivo in C. purpurea nicht mehr aktiv 
ist, ergibt sich auch aus dem strukturellen Vergleich von Agroclavin und Festuclavin. In 
Festuclavin findet sich keine Doppelbindung zwischen C-8 und C-9, wodurch als zweiter 
Unterschied ein Chiralitätszentrum in C-8 entsteht. Daher müssen für die Umwandlung von 
Chanoclavin-I-Aldehyd zu Festuclavin zwei Reduktionen erfolgen, die jeweils von einem 
Enzym (FgaOx3 und FgaFS) katalysiert werden. In Agroclavin entfällt jedoch eine Reduktion 
durch die bestehende Doppelbindung zwischen C-8 und C-9. Daher kann davon ausgegangen 
werden, dass auch nur ein Enzym (EasG) benötigt wird. 
In einer weiteren Publikation von Cheng et al. wurde ein Ortholog von FgaOx3 und EasA aus 
dem Pilz Neotyphodium lolii untersucht, welches als EasA_Nl bezeichnet wurde 
(Cheng et al., 2010b). Es konnte gezeigt werden, dass EasA_Nl zusammen mit FgaFS die 
Reaktion von Chanoclavin-I-Aldehyd zu Agroclavin katalysiert. Daher fungiert EasA_Nl als 
Isomerase, vergleichbar mit der in dieser Arbeit beschriebenen Rolle des Glutathions. Weiter-
hin wurde Phe176 in EasA_Nl zu Tyr176 mutiert, wodurch die Isomerase-Aktivität teilweise 
in eine Reduktase-Aktivität umgewandelt wurde. Die Tatsache, dass EasA_NlF176Y sowohl 
Agroclavin als auch Festuclavin produzierte, wurde nicht kommentiert. Eine weitere offene 
Frage blieb das Ergebnis, dass die Reduktase-Aktivität von FgaOx3 durch eine analoge Muta-
tion von Tyr178 zu Phe178 nicht in eine Isomerase-Aktivität überführt werden konnte. Inner-
halb der Untersuchungen wurde auch EasA von C. purpurea in E. coli aufgereinigt. Da auch 
dieses Protein inaktiv war, wurden die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigt. Die Autoren führten 
die Inaktivität auf das Fehlen des Kofaktors FMN im aufgereinigtem Protein zurück. Über-
prüft wurde das Vorhandensein des Kofaktors mittels UV/Vis-Spektroskopie. 
Dass die Inaktivität von EasA durch das Fehlen von FMN hervorgerufen wird, wäre vorstell-
bar, jedoch führte die Zugabe von FMN zu dem aufgereinigten Proteinen im Falle der Ortho-
logen FgaOx3 und FgaOx3pc zu aktiven Proteinen. Natürlich kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass bei EasA die Zugabe von FMN nicht dazu geführt hat, das Protein von der Apo- in 
die Holo-Form zu überführen. Es wäre aber auch evolutionär vorstellbar, dass sich die old 
yellow enzymes FgaOx3 und FgaOx3pc in den Trichocomaceen von den Clavicipitaceen abge-
spalten und anstelle der Isomerase-Aktivität eine Reduktase-Aktivität ausgebildet haben. In 
C. purpurea hingegen könnte die Isomerase-Aktivität von EasA verlorengegangen sein, da 
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intrazelluläres GSH anstelle von EasA die nötige Isomerisierung von Chanoclavin-I-Aldehyd 
ermöglichte. 
 
4.5.3 Festlegung der Stereochemie von (8S,9S)-Fumigaclavin C in A. fumigatus und 
(8R,9S)-Fumigaclavin A in P. commune 
Nicht vollständig aufgeklärt werden konnte die Frage, ob FgaFS und FgaFSpc für die Stereo-
chemie von (8S,9S)-Fumigaclavin C in A. fumigatus und (8R,9S)-Fumigaclavin A in 
P. commune verantwortlich sind. FgaFS bildet bei der Inkubation mit NADPH (Tab. 3-9) ca. 
95 % Festuclavin, das die gleiche Stereochemie wie (8S,9S)-Fumigaclavin C besitzt. FgaFSpc 
hätte als Hauptprodukt demnach aber Pyroclavin bilden müssen, dessen Stereochemie der des 
(8R,9S)-Fumigaclavin A entspricht, das aus P. commune isoliert wurde. Es wurden bei den 
Inkubationen mit FgaFSpc zwar größere Mengen an Pyroclavin detektiert (ca. 21 % s. Tab. 
3-9), Festuclavin blieb aber mit 79 % das Hauptprodukt. Daher wurde zur Überprüfung der 
Stereochemie das Fumigaclavin A aus P. commune erneut isoliert. Die Analyse mittels NMR-
Spektroskopie ergab eindeutig (8R,9S)-Konfiguration (Matuschek et al., 2012). 
Eine mögliche Erklärung für diese widersprüchlichen Ergebnisse wäre, dass in P. commune 
tatsächlich Festuclavin und Pyroclavin gebildet werden. Im nächsten Biosyntheseschritt, der 
sehr wahrscheinlich durch FgaP450-2 in A. fumigatus bzw. FgaP450 in P. commune kata-
lysiert wird, findet eine Hydroxylierung an C-9 statt. FgaP450 könnte als Substrat möglicher-
weise nur Pyroclavin akzeptieren, so dass letztlich nur (8R,9S)-Fumigaclavin A gebildet wird. 
Diese Hypothese erscheint aber unwahrscheinlich, da in diesem Fall Festuclavin akkumu-
lieren würde, was in dem Chromatogramm des Kulturextrakts (Abb. 3-47) nicht beobachtet 
wurde. Es wäre natürlich möglich, dass in P. commune Festuclavin direkt wieder abgebaut 
oder in Pyroclavin umgewandelt wird, was aus Sicht des Pilzes jedoch energetisch uneffektiv 
wäre. Außerdem könnte man erwarten, dass evolutionär eine Optimierung von FgaFSpc in 
Richtung der Bildung von Pyroclavin stattfinden würde. Das eine Erhöhung des Pyroclavin-
Anteils möglich ist, zeigt das orthologe Protein EasG aus C. purpurea, mit dem 30 % Pyro-
clavin erhalten wurde (Tab. 3-9). FgaP450 könnte aber auch Festuclavin und Pyroclavin als 
Substrat akzeptieren und die Stereochemie während der Hydroxylierung wieder aufheben und 
anschließend als Hauptprodukt (8R,9S)-Fumigaclavin B bilden. Es stellt sich jedoch die 
Frage, warum FgaFS und FgaFSpc unterschiedliche Verhältnisse der beiden Stereoisomere 
bilden bzw. weshalb nicht beide Stereoisomere zu gleichen Anteilen gebildet werden. Erneut 
deuten die Ergebnisse des Enzyms EasG, dessen Produkt Agroclavin durch die Doppel-
bindung zwischen C-8 und C-9 keine Stereochemie an C-9 aufweist, darauf hin, dass die 
Stereoselektivität evolutionär verloren gegangen ist. Weitere Untersuchungen sind an dieser 
Stelle erforderlich, um die Hypothesen bestätigen oder wiederlegen zu können. Schließlich 
wäre es auch möglich, dass FgaFSpc in vivo eine andere Stereoselektivität als in vitro zeigt, 
und diese möglicherweise durch die Beteiligung von weiteren Proteinen, anderen Kofaktoren 
oder anderen intrazellulären Bedingungen beeinflusst wird. 
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6. Anhang 
6.1 Multi-Proteinsequenzvergleiche der orthologen Ergotalkaloidgene 
 
Abb. 6-1: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 21 orthologen Prenyltransferase-Genen. 
Die Prenyltransferasen aus Arthroderma gypseum CBS118893 und Trichophyton rubrum 
CBS118892 konnten nicht in die Analyse einbezogen werden, da die Genomsequenzen un-
vollständig waren. 
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Fortsetzung Abb. 6-1: 
116 6. Anhang 
 
Fortsetzung Abb. 6-1:  
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Abb. 6-2: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 23 orthologen N-Methyltransferase-
Genen. 
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Fortsetzung Abb. 6-2:  
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Abb. 6-3: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 22 orthologen FAD-abhängige Oxido-
reduktase-Genen. Die FAD-abhängige Oxidoreduktase aus Trichophyton equinum 
CBS127.97 konnten nicht in die Analyse einbezogen werden, da die Genomsequenz unvoll-
ständig war. 
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Fortsetzung Abb. 6-3: 
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Fortsetzung Abb. 6-3: 
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Fortsetzung Abb. 6-3:  
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Abb. 6-4: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 23 orthologen Katalase-Genen. 
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Fortsetzung Abb. 6-4: 
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Fortsetzung Abb. 6-4:  
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Abb. 6-5: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 22 orthologen Alkohol-Dehydrogenase-
Genen. Die Alkohol-Dehydrogenase aus Trichophyton equinum CBS127.97 konnten nicht in 
die Analyse einbezogen werden, da die Genomsequenz unvollständig war. 
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Fortsetzung Abb. 6-5:  
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Abb. 6-6: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 16 orthologen old yellow enzyme-Genen. 
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Fortsetzung Abb. 6-6:  
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Abb. 6-7: Multi-Proteinsequenzvergleiche von 16 orthologen Reduktase-Genen. 
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6.2 Phylogenetische Stammbäume der orthologen Ergotalkaloidgene 
 
Abb. 6-8: A: Katalysen; B: Dehydrogenasen.  
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Abb. 6-9: A: N-Methyltransferasen. 
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Abb. 6-10: A: Prenyltransferasen, B: FAD-abhängige Oxidoreduktasen.  
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Abb. 6-11: A: old yellow enzymes, B: Reduktasen.  
135 6. Anhang 
6.3 Vergleich der FgaFS-Sequenz des NCBI-Eintrags mit der FGENESH-
Vorhersage 
 
 
Abb. 6-12: Sequenzvergleich von FgaFS nach der NCBI-Datenbank mit der FGENESH-
Vorhersage.  
136 6. Anhang 
6.4 Vergleich der FgaOx1-Sequenz des NCBI-Eintrags mit der 
FGENESH-Vorhersage 
 
Abb. 6-13: Sequenzvergleich von FgaOx1 nach der NCBI-Datenbank mit der 
FGENESH-Vorhersage.  
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6.5 Klonierungsstrategie für das Gen fgaOx1 
 
Abb. 6-14: Klonierungsstrategie für das Gen fgaOx1 von A. fumigatus B5233. Der erste 
Abschnitt des Gens (bis zur blau hervorgehobenen BspMII-Restriktionsschnittstelle) wurde in 
einer chemischen Synthese ohne die abgebildeten roten Intron-Sequenzen hergestellt. Der 
zweite Abschnitt des Gens wurde aus der cDNA-Bibliothek von A. fumigatus B5233 amplifi-
ziert. Das Start- und das Stoppcodon des Gens wurden grün hervorgehoben.  
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6.6 Multi-Proteinsequenzvergleiche 
6.6.1 FgaOx1 und EasE 
 
Abb. 6-15: Multi-Proteinsequenzvergleiche von FgaOx1 aus A. fumigatus Af293 mit  
EasE aus C. purpurea P1 nach dem NCBI-Datenbankeintrag und der in dieser Arbeit 
vorgeschlagenen Proteinsequenz von EasE.  
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6.6.2 FgaFSpc, FgaFS und EasG 
 
Abb. 6-16: ClustalW2-Sequenzvergleich von FgaFSpc, FgaFS und EasG. Die in allen drei 
Proteinen konservierten Aminosäuren wurden rot hervorgehoben. 
 
6.6.3 FgaOx3pc, FgaOx3 und EasA 
 
Abb. 6-17: ClustalW2-Sequenzvergleich von FgaOx3pc, FgaOx3 und EasA. Die in allen 
drei Proteinen konservierten Aminosäuren wurden rot hervorgehoben.  
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6.7 Primärsequenzanalyse von FtmO 
 
 
Abb. 6-18: Primärsequenz von FtmO. Die Ankyrin repeats wurden unterstrichen. 
 
 
 
Abb. 6-19: Sekundärstruktur-Vorhersage für das Protein FtmO. Die Ankyrin repeats 
wurden in der Cartoon-Darstellung abgebildet.  
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6.8 NMR-Spektren von Agroclavin 
 
Abb. 6-20: 1H-NMR-Übersichtsspektrum des authentischen Agroclavin-Standards in 
der protonierten Form aufgenommen in CD3OD.  
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Abb. 6-21: 1H-NMR-Übersichtsspektrum des enzymatischen Produkts von EasG in der 
protonierten Form aufgenommen in CD3OD.  
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Abb. 6-22: Vergleich der Vergrößerungen des 1H-NMR-Spektrums des authentischen 
Agroclavin-Standards (A) in der protonierten Form aufgenommen in CD3OD, mit der 
des 1H-NMR-Spektrums (B) des protonierten enzymatischen Produkts von EasG in 
CD3OD.  
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Abb. 6-23: Vergrößerung des 1H-NMR-Spektrums des authentischen Agroclavin-
Standards als freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-24: DQF-COSY-Übersichtsspektrum des authentischen Agroclavin-Standards 
als freie Base in CDCl3. 
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Abb. 6-25: Vergrößerungen des DQF-COSY-Spektrums des authentischen Agroclavin-
Standards als freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-26: ROESY-Übersichtsspektrum des authentischen Agroclavin-Standards als 
freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-27: Vergrößerungen des ROESY-Spektrums des authentischen Agroclavin-
Standards als freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-28: HSQC-Übersichtsspektrum des authentischen Agroclavin-Standards als freie 
Base in CDCl3. 
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Abb. 6-29: Vergrößerungen des HSQC-Spektrums des authentischen Agroclavin-
Standards als freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-30: HMBC-Übersichtsspektrum des authentischen Agroclavin-Standards als 
freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-31: Vergrößerungen des aliphatischen Bereichs des HMBC-Spektrums des au-
thentischen Agroclavin-Standards als freie Base in CDCl3.  
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Abb. 6-32: Vergrößerungen des aromatischen Bereichs des HMBC-Spektrums des au-
thentischen Agroclavin-Standards als freie Base in CDCl3.  
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Tab. 6-1: 1H-NMR- und 13C-NMR-Daten des Agroclavin-Standards in deprotonierter 
Form aufgenommen in CDCl3. Die NMR-Daten wurden mit den Literaturdaten von Flieger 
et al. und Nimomiya et al. verglichen (Flieger et al., 1991; Ninomiya et al., 1991). 
Eigene Daten des Agroclavin-Standards Literaturdaten von Agroclavin 
Position δC δH, multi., J in Hz Position δC δH, multi., J in Hz 
1 
2 
3 
4α 
4β 
5β 
7α 
7β 
8 
9 
10α 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
- 
117,77 
112,47 
26,73 
 
63,92 
60,71 
 
132,32 
119,34 
41,01 
132,58 
112,83 
122,97 
108,37 
133,58 
126,42 
20,78 
40,91 
7,98, s 
6,89, s 
- 
2,80, t, 13,0 
3,34, dd, 10,1, 4,6 
2,55, m  
3,26, d, 16,1 
2,95, d, 16,0 
- 
6,19, s 
3,76, d, 6,7 
- 
7,01, m 
7,17, m 
7,17, m 
- 
- 
1,79, s 
2,51, s 
1 
2 
3 
4α 
4β 
5β 
7α 
7β 
8 
9 
10α 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
- 
117,85 
112,16 
26,69 
 
63,85 
60,63 
 
132,25 
119,41 
40,95 
132,42 
112,62 
122,84 
108,51 
133,54 
126,33 
20,83 
40,85 
7,98, s 
6,94, s 
- 
2,80, ddd, 14, 12, 1,5 
3,34, dd, 14 
2,56, ddd, 12, 9 
3,26, d, 15 
2,96, d, 15 
- 
6,20, s 
3,76, d, 18 
- 
7,03, m 
7,20, m 
7,20, m 
- 
- 
1,79, s 
2,52, s 
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6.9 ESI-MS-Spektren des isolierten Agroclavins und des Chanoclavin-I-
Aldehyd-DTT Intermediats 
 
Abb. 6-33: Positives ESI-MS-Spektrum des isolierten Agroclavins, theoretische Masse 
[M+1]+:239,2. 
 
 
Abb. 6-34: Positives ESI-MS-Spektrum des isolierten Chanoclavin-I-Aldehyd-DTT 
Intermediats, theoretische Masse [M+1]+:409,2.  
156 6. Anhang 
6.10 NMR-Spektren des isolierten Pyroclavins 
 
Abb. 6-35: 1H-NMR-Übersichtsspektrum des Pyroclavins in protonierter Form aufge-
nommen in CD3OD.  
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Abb. 6-36: Vergrößerungen des 1H-NMR-Spektrums des Pyroclavins in protonierter 
Form aufgenommen in CD3OD.  
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Abb. 6-37: 13C-NMR-Übersichtsspektrum des Pyroclavins in protonierter Form aufge-
nommen in CD3OD.  
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Abb. 6-38: DQF-COSY-Übersichtsspektrum des Pyroclavins in protonierter Form auf-
genommen in CD3OD. 
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Abb. 6-39: Vergrößerungen des DQF-COSY-Spektrums des Pyroclavins in protonierter 
Form aufgenommen in CD3OD.  
161 6. Anhang 
 
Abb. 6-40: NOESY-Spektrum des Pyroclavins in protonierter Form aufgenommen in 
CD3OD. 
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Abb. 6-41: Vergrößerungen des NOESY-Spektrums des Pyroclavins in protonierter 
Form aufgenommen in CD3OD. 
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Abb. 6-42: HSQC-Übersichtsspektrums des Pyroclavins in protonierter Form aufge-
nommen in CD3OD. 
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Abb. 6-43: Vergrößerungen des HSQC-Spektrums des Pyroclavins in protonierter Form 
aufgenommen in CD3OD.  
165 6. Anhang 
 
Abb. 6-44: HMBC-Übersichtsspektrum (A) und Vergrößerung (B) des Pyroclavins in 
protonierter Form aufgenommen in CD3OD.  
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Abb. 6-45: Vergrößerungen des HMBC-Spektrums des Pyroclavins in protonierter 
Form aufgenommen in CD3OD.  
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6.11 MS-Spektrum des isolierten Pyroclavins 
 
 
Abb. 6-46: Positives ESI-MS-Spektrum des isolierten Pyroclavins, theoretische Masse 
[M+1]+:241,17.  
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6.12 Membrandomänen-Vorhersagen für FgaOx1 und EasE 
 
Abb. 6-47: Vergleich der Membrandomänen-Vorhersagen der Programme TMHMM-
2.0 und TMpred für FgaOx1. Die putativen Membrandomänen wurden unterstrichen und 
das Startcodon der EasE-Proteinsequenz (NCBI-Datenbank) markiert. Die Konsensussequenz 
der Membrandomänen-Vorhersage beider Programme wurde durch „*“ markiert. 
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Abb. 6-48: Vergleich der Membrandomänen-Vorhersagen der Programme TMHMM-
2.0 und TMpred für EasE, mit der in dieser Arbeit postulierten Proteinsequenz. Die pu-
tativen Membrandomänen wurden unterstrichen und das Startcodon der EasE-Proteinsequenz 
(NCBI-Datenbank) markiert. Die Konsensussequenz der Membrandomänen-Vorhersage bei-
der Programme wurde durch „*“ markiert. 
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spektrometrischen Messungen. 
Ein großer Dank gilt ebenfalls Prof. Leistner für die Bereitstellung des Chanoclavin-I, das für 
viele Experimente als Substrat gedient hat. Zudem danke ich Prof. Leistner für das Agroclavin 
und das Elymoclavin, die als Standards benutzt wurden. 
Bei Prof. Thilo Stehle, seinem ehemaligen Diplomanten Marco Jost und seinem Mitarbeiter 
Dr. Georg Zocher (Interfakultäres Institut für Biochemie, Universität Tübingen) möchte ich 
mich für die Zusammenarbeit im Rahmen des FtmPT1 Kristallisations-Projekts bedanken. 
Ein Dank geht natürlich auch an alle aktuellen und ehemaligen Institutskollegen für die 
schöne Zeit, die ich mit euch teilen durfte, darunter Aili, Alex, Anika, Anne, Beate, Carsten, 
Daniel, Edyta, Kathrin, Kirsten, Lena, Mike, Nici, Ole, Peter, Soheil, Stefan, Sylwia, Viola, 
Wen-Bing und Xia. 
Many thanks to Huixi for the time you spend for us in Wenzhou. It was a great pleasure for 
me to see your hometown. 
Liebe Chrissi, dir danke ich zu allererst für deine Geduld mit mir und natürlich für alle hilf-
reichen Diskussionen, ohne die mir vieles im Verlauf der Arbeit schwerer gefallen wäre. 
Außerdem danke ich dir für das Korrekturlesen meiner Arbeit. 
Alexander Wallwey möchte ich dafür danken, dass er sich die Zeit genommen hat, diese 
Arbeit Korrektur zu lesen. 
Mein persönlicher Dank gebührt meiner Familie und meinen Freunden außerhalb des Labors, 
die mich in den letzten Jahren unterstützt und viel Verständnis gezeigt haben. 
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